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Introducdo: A hanseniase é uma doenca infecciosa crbnica causada pelo
Mycobacterium leprae. O exame fisico nao identifica os estagios iniciais da doenca,
guando as manifestacdes clinicas ainda nao estdo presentes. Dessa forma, um
método de deteccao precoce do bacilo é fundamental para a avaliacao de contatos
de pacientes com hanseniase, principalmente criancas e jovens, pois diagndstico
nessa faixa etaria indica transmissao ativa do bacilo na comunidade. Obijetivo:
Empregar um método de PCR em tempo real por SYBR Green para avaliar a
presenca de DNA de M. leprae em contatos de pacientes com hanseniase.
Metodologia: DNA de M. leprae (padrao primario) foi obtido a partir de bacilos
liofilizados (BEI Resources, ATCC, EUA). Amostras de sangue total de pacientes
(n=15) e contatos menores de 16 anos de idade (n=69), residentes em Sao
Goncalo do Amarante, CE, foram coletadas para avaliar a presenca de DNA de M.
leprae. O DNA foi extraido utilizando o Kit Biopur Mini Spin Plus (Brasil), seguindo
as recomendacdes do fabricante. gPCR foi realizada, utilizando primers especificos
para RLEP (Invitrogen, EUA) e reagente PowerUp SYBR Green Master Mix (Thermo
Scientific, EUA), conforme protocolo do fabricante. Curva de calibracao foi
construida, utilizando diluicdes seriadas na razao 10 do padrao. A amplificacao foi
realizada em termociclador Bio-Rad CFX96 e a analise dos dados no programa CFX
Manager. Resultados: A curva de calibracao mostrou uma eficiéncia de 86,5%, com
R?2=0,987. A sensibilidade do teste foi de 10E-4 ng/uL de DNA de M. leprae, com
Cycle Threeshold (Ct) de 32, sendo este o cut-off. Todas as amostras de DNA
extraidas de pacientes e contatos foram negativas. Conclusao: H& grande
possibilidade do teste empregando-se Sybr Green nao apresentar sensibilidade
analitica adequada para a deteccao de DNA de M. leprae em amostras de sangue,
Protocolos alternativos serao testados.
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