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RESUMO 
 

O diagnóstico de rotina para malária humana continua sendo um desafio para os laboratórios dos 
países onde a doença é endêmica. Nestas áreas, o diagnóstico de rotina continua sendo a 
microscopia óptica (MO), que apesar de sua relativa simplicidade e baixo custo, depende de um 
microscopista bem treinado. Diante desta limitação, a partir da década de 90, muitos protocolos 
baseados na Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) têm sido publicados, o que tem permitido a 
identificação e caracterização das espécies de plasmódios. O grande impacto da PCR tem sido, 
principalmente, em estudos epidemiológicos, pela possibilidade de detectar parasitas abaixo do 
limite de detecção da MO. Entretanto, poucos estudos têm validado a PCR em laboratórios de 
referência de países endêmicos, onde os microscopistas são capazes de detectar parasitemias tão 
baixas quanto 5 parasitas/µL de sangue. Diante disso, propôs-se, no presente trabalho, avaliar a 
técnica de PCR como ferramenta auxiliar no diagnóstico de malária em Serviços de Saúde de 
referência para o diagnóstico laboratorial de malária em Minas Gerais. Inicialmente, o 
desempenho de duas técnicas moleculares, a Nested-PCR e a PCR em Tempo Real, foi avaliado 
em 94 amostras de campo. Os resultados permitiram concluir que não houve diferença 
estatisticamente significativa entre a Nested-PCR e a PCR em Tempo Real. Além disso, para 
simplificar a coleta das amostras, foram comparadas extrações a partir de sangue total e sangue 
em papel de filtro, com volumes de 30 e 60µL de sangue em papel (n=70). Não houve diferença 
entre a PCR realizada com amostras de sangue total ou em papel de filtro. De relevância, todos os 
protocolos de PCR apresentaram limitações para detectar parasitemias abaixo de 100 
parasitas/µL de sangue. Estes resultados, embora aparentemente contraditórios com a literatura, 
estão de acordo com os poucos estudos que avaliaram em amostras de campo a sensibilidade da 
PCR em função da densidade parasitária. De fato, em diversos protocolos a detecção da PCR é de 
<1 parasita/ µL de sangue, porém tal detecção tem sido baseada em amostras de DNA obtidas a 
partir de parasitos em cultura ou DNA plasmidial. Apesar destas limitações, em uma próxima 
etapa, optou-se por avaliar a técnica de PCR nos serviços de saúde dos municípios de Belo 
Horizonte e Uberlândia, no período de fevereiro a novembro de 2009. Neste período, 70 
indivíduos com suspeita de infecção malárica procuraram os serviços, sendo 22 deles 
diagnosticados como positivos pela microscopia óptica. Em todos os indivíduos, positivos e 
negativos, os resultados da PCR concordaram com a MO, inclusive em relação à espécie de 
plasmódio. Neste grupo, as baixas parasitemias não foram freqüentes já que os pacientes que 
procuraram o serviço apresentavam altas parasitemias (>300 parasitas/µL de sangue). Para a 
maior parte dos indivíduos que retornaram aos serviços para verificação da cura parasitológica 
(11/13), a PCR concordou com a MO, sendo que em dois deles, a PCR permaneceu positiva 
enquanto a MO já havia negativado. Pode-se concluir que a PCR tem limitações para detecção de 
baixas parasitemias e recomenda-se cautela ao se estabelecer a PCR como ferramenta 
diagnóstica, já que a amplificação do DNA pode não significar doença clínica. 
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ABSTRACT 

 
Routine diagnosis of human malaria remains a challenge for laboratories in countries where the 
disease is endemic. In these areas, the diagnosis routine is the optical microscopy (OM), which 
despite its relative simplicity and low cost, depends on a well trained microscopist. Given this 
limitation, since the 90s, many protocols based on Polymerase Chain Reaction (PCR) have been 
published, which have allowed the identification and characterization of the species of 
Plasmodium. The major impact of the PCR has been mainly on epidemiological studies, due to 
its ability to detect parasites below the detection limit of the OM. However, few studies have 
validated the PCR in reference laboratories, where microscopists are able to detect parasitemias 
as low as 5 parasites/xµL of blood. Therefore, it was proposed in the present study to evaluate the 
PCR as a complementary tool in the diagnosis of malaria in the Health Services of reference for 
the laboratory diagnosis of malaria in Minas Gerais. Initially, the performance of two molecular 
techniques, the Nested-PCR and Real Time PCR was evaluated in 94 field samples. The results 
showed that there was no statistically significant difference between the Nested-PCR and Real 
Time PCR. Moreover, to simplify the collection of samples, extraction from whole blood and 
blood on filter paper, with volumes of 30 and 60μL of blood (n = 70) were compared. There was 
no difference between the PCR performed with whole blood samples or filter paper. Remarkably, 
all the PCR protocols showed limitations to detect parasitaemias under 100 parasites/µL blood. 
These results, although apparently contradictory to the literature, agree with the few studies that 
have evaluated the sensitivity of PCR in function of parasite density from field samples. In fact, 
in several protocols PCR detection is < 1 parasite/µl of blood, though such detection has been 
based on DNA samples obtained from parasites in culture or plasmidial DNA. Despite these 
limitations, in a next step it was chosen to assess the PCR technique in health services of the 
municipalities of Belo Horizonte and Uberlândia, from February to November 2009. During this 
period, 70 individuals with a suspected malaria infection sought the services, 22 of them being 
diagnosed as positive by light microscopy. In all individuals, positive and negative PCR results as 
well as Plasmodium species identification, agreed with the OM. In this group, the low 
parasitemias were not frequent since the patients attending the service had high parasitemias 
(>300 parasites/µL of blood). For most of the individuals who returned to the services to check 
parasitological cure (11/13), PCR agreed with the OM, however, in two patients, PCR remained 
positive while OM yielded negative results. It can be concluded that the PCR has limitations to 
detect low parasitemias and caution is recommended in establishing the PCR as a diagnostic tool, 
since the amplification of DNA may not mean clinical disease. 
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1  Introdução 

 

1.1  Malária no mundo 

Devido às suas elevadas taxas de mortalidade e morbidade, a malária humana é 

considerada a doença parasitária mais importante (WHO, 2009). A doença atinge 107 países das 

regiões tropicais e subtropicais do globo e 40% da população mundial encontra-se sob risco de 

contraí-la. Anualmente ocorrem cerca de 500 milhões de casos clínicos, resultando em mais de 

um milhão de mortes, principalmente no continente africano, entre crianças menores de cinco 

anos de idade e gestantes. Aproximadamente 90% dos casos de malária concentram-se no 

continente africano, onde a espécie predominante é o Plasmodium falciparum (Figura 1) e os 

10% restantes são distribuídos entre o Sudeste Asiático, América Latina e Oceania. A 

manutenção contínua da doença é favorecida pela resistência dos parasitas às drogas 

antimaláricas, ampla distribuição dos vetores somada à resistência aos inseticidas, intenso 

processo de migração, descontinuidade das ações de controle e ausência de uma vacina eficaz 

comercialmente disponível (WHO, 2005; WHO, 2009a). 

No que se refere ao controle da malária humana, a Organização Mundial de Saúde (OMS) 

preconiza a tríade: combate ao vetor, diagnóstico precoce e tratamento oportuno dos doentes. 

Atualmente, a preocupação com a doença não está restrita aos países endêmicos e sim a todas as 

regiões do globo, inclusive àquelas livres de transmissão (WHO, 2009a). Isso ocorre devido ao 

processo de globalização, que proporciona um trânsito intenso de bens e pessoas, o que favorece 

a dispersão de diversas doenças, incluindo a malária humana (Trigg & Kondrachine, 1998; Buss 

et al., 2007; Erdman & Kain, 2008). Fora do continente africano as mortes em decorrência da 

malária ocorrem em populações não imunes, adultos e crianças, em regiões onde os recursos para 

o diagnóstico e terapêutica são escassos. Nos últimos 20 anos, a malária importada cresceu 400% 

nos países em desenvolvimento (Hawkes & Kain, 2007) e anualmente, pelo menos 30.000 

viajantes de países industrializados contraem malária. Neste grupo, estima-se que entre 1 a 4% 

dos indivíduos que se infectarem pelo P. falciparum deverá morrer em decorrência da doença 

(Kain et al., 2001; WHO, 2009a). 

Em 1998, a OMS criou uma rede de controle tri-setorial denominada “Roll Back Malaria” 

(RBM, Retroceder a malária), para operar em nível global, regional e local. Essa iniciativa propôs 

a redução dos óbitos ocasionados pela malária em cerca de 50% até 2010. No ano de 2009, o 

diretor da OMS se posicionou favoravelmente ao programa de controle do RBM, devido aos bons 
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resultados obtidos ao longo desses anos. Esta iniciativa tem surtido profundos efeitos, 

particularmente na saúde de crianças africanas, demonstrando que medidas de controle bem 

estruturadas contribuem para melhoria da saúde da população atingida pela malária (WHO, 

2009a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Hay et al., 2009. 
 

Figura 1 - Mapa da distribuição mundial da malária por Plasmodium falciparum. 
 
 
1.2  Malária no Brasil 

No Brasil, a região da Amazônia Legal é responsável pela quase totalidade da doença no 

país, uma vez que 90% dos casos concentram-se nesta região (SVS, 2007). A Amazônia Legal é 

uma divisão geo-política que abrange os estados do Acre, Amazonas, Amapá, Maranhão, Mato 

Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins. Considera-se que a malária humana no Brasil seja 

causada por três espécies de plasmódio: Plasmodium falciparum, P. vivax e o P. malariae, sendo 

o P. vivax responsável por cerca de 80% dos casos de malária registrados (SVS, 2007). Devido às 

características dessa espécie, a doença em nosso país apresenta baixa mortalidade, mas 

considerável morbidade (PNCM, 2004; Castro & Singer, 2007; Suaréz-Mutis & Coura, 2007). 

Nas décadas de 70 e 80, o desenvolvimento intensificado da Amazônia acelerou os 

processos migratórios, atraindo moradores de outras regiões do país, graças aos projetos de 

colonização e expansão da fronteira agrícola, construção de estradas e hidrelétricas, projetos 

agropecuários, extração da madeira e mineração. Nesta região as precárias condições sócio-

econômicas da população migrante determinaram a rápida expansão da doença (FUNASA, 

2001). Mais recentemente, as invasões não controladas das áreas peri-urbanas, como tem sido o 
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caso de Manaus/AM e Porto Velho/RO, têm configurado como importantes locais de 

transmissão. Estas cidades têm recebido grande número de pessoas que se deslocam de outros 

municípios em busca de melhores oportunidades de trabalho. Como conseqüência, esses 

municípios concentraram 21,1% do total de casos de malária ocorridos na região Amazônica em 

2005 (SVS, 2006). 

O Programa de Controle da malária no país se baseia em dois grandes pilares: o 

diagnóstico precoce e o tratamento adequado e rápido dos doentes. Segundo recomendações do 

Ministério da Saúde, essas medidas são hoje os principais alicerces disponíveis para o controle da 

doença (SVS, 2006). Basicamente, o programa de controle da malária divide o território 

brasileiro em duas regiões: a endêmica e a não endêmica. A primeira compreende a Amazônia 

Legal, onde concentra maior parte dos casos do país e a segunda, região extra-amazônica, é 

constituída pelo restante dos Estados da Federação (SVS, 2007). Nesta última, o baixo número de 

casos confirmados da doença (cerca de 1% dos registros do país) faz com que a suspeita da 

doença não faça parte da rotina dos serviços médicos (SVS, 2003; 2006; 2007). 

Nos últimos anos, com as medidas intensificadas de controle tem sido observada uma 

importante redução no número de casos de malária em todo o país (Tada et al., 2007; PNCM, 

2004). De acordo com os dados do SINAN [Sistema Nacional de Notificação (2009)], houve uma 

redução de 50,40% no número de casos de malária de 2005 para 2008 no país. Nos últimos anos, 

o Ministério da Saúde tem investido na distribuição de cortinados impregnados com inseticida, 

onde se espera com esta medida, impacto positivo no controle da malária no país. 

 

 

1.3  Malária na Região Extra-Amazônica – situação no Estado de Minas Gerais 

Apesar da endemicidade da malária no Brasil se restringir à Amazônia Legal, a doença 

apresenta grande impacto nas áreas não endêmicas. Essas regiões revertem-se de importância 

epidemiológica por seu elevado potencial de disseminação devido à presença do vetor, pela 

migração constante da população e também por sua gravidade clínica em indivíduos não imunes 

quando o diagnóstico e o tratamento ocorrem tardiamente (SVS, 2001; 2005; 2006; SES/MG, 

2007).  

Em Minas Gerais, os surtos de transmissão autóctone da malária têm sido esporádicos 

(Tabela 1), contudo, o Estado possui fatores que favorecem a sua ocorrência como: presença do 

vetor e fluxo migratório de indivíduos infectados para áreas não endêmicas (SES/MG, 2007; 
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Chaves et al., 1995). O desconhecimento da doença pela população, e a pouca familiaridade dos 

profissionais de saúde em relação à abordagem diagnóstica e terapêutica da malária, constituem 

fatores relevantes para um prognóstico desfavorável no Estado (SES/MG, 2007). 

 

Tabela 1 - Casos confirmados de malária segundo classificação epidemiológica, por origem de 
infecção, notificados em Minas Gerais, 2003 a 2008. 

 
 

Classificação Epidemiológica 

Autóctones  Importados 

 

Ano 

  N %  N % 

 

Total de casos 

 

2003 25 15.9  132 84.1 157 

2004 2 1.2  164 98.8 166 

2005 16 7.7  192 92.3 208 

2006  -   -   154 100.0 154 

2007 1 0.7  147 93.0 148 

2008 - -  118 100.0 118 

   Total  44 4.6  907 95.4 951 

 
 Fonte: GVA/CZVFRB/SE/SVS/SES-MG: Fichas de laboratório e SINAN. 

 
 
 
1.4  Parasitas da malária humana e ciclo biológico 

Os parasitas causadores da malária pertencem ao filo Apicomplexa, família Plasmodiidae 

e gênero Plasmodium. Atualmente são conhecidas cerca de 150 espécies causadoras de malária 

em diferentes hospedeiros vertebrados. Destas, quatro espécies parasitam frequentemente o 

homem: Plasmodium falciparum (Welch, 1897), P. vivax (Grassi & Feletti, 1890), P. malariae 

(Laveran, 1881) e P. ovale (Stephens, 1922). Esta última espécie é restrita ao continente africano, 

regiões da Ásia e ilhas do Pacífico (Collins e Jeffery, 2005; Greenwood et al.,2005). Estudos 

recentes na Ásia têm sugerido que o Plasmodium knowlesi seja o quinto plasmódio humano. Essa 

espécie infecta naturalmente primatas-não-humanos do continente asiático e tem causado óbitos 

na população humana (Galinski & Barnwell, 2009; White, 2008; CDC, 2009). Casos de malária 

pelo P. knowlesi já foram relatados na Malásia (Vythilingam, et al. ,2008; Bronner et al., 2009), 
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Filipinas (Luchavez et al., 2008), Mianmar (Zhu & Zheng, 2006), Tailândia (Jongwutiwes et al., 

2008), Singapura (Ng et al., 2008) e Vietnã (Eede et al., 2009). 

O ciclo biológico dos plasmódios humanos é complexo e nos últimos anos tem sido alvo de 

muitos estudos. O ciclo biológico envolve uma série de interações específicas entre as diferentes 

formas do parasito e as células hospedeiras, as quais são responsáveis pelo sucesso na infecção e 

na transmissão da doença. Os plasmódios possuem um ciclo heteroxênico necessitando, 

obrigatoriamente, de um hospedeiro vertebrado e outro invertebrado. A fase assexuada ocorre no 

hospedeiro vertebrado enquanto a reprodução sexuada ocorre no hospedeiro invertebrado (Hall et 

al., 2005). Entender o ciclo da malária de forma profunda em todos os seus aspectos é 

extremamente importante para nortear futuros estudos visando o controle da doença por meio de 

novos alvos quimioterápicos e diagnósticos (Greenwood et. al., 2008).  

A forma infectante é o esporozoíto, que penetra na pele do hospedeiro vertebrado pela 

probóscide do anofelino, durante o repasto sanguíneo. Estima-se que entre 15 a 200 parasitos são 

depositados sob a pele do hospedeiro durante o repasto sanguíneo. Os esporozoítos não atingem a 

circulação sanguínea logo que são injetados, mas podem permanecer por horas na pele (Mota & 

Rodriguez, 2004; Sinnis & Zavala, 2008; Amino et al., 2006). As formas que escapam do sistema 

imunológico e atingem a circulação sanguínea migram para o fígado e penetram nos hepatócitos 

(Amino et al., 2006; Yamauchi et al., 2007). A jornada percorrida pelos esporozoítos até o fígado 

é ainda assunto de debate. Entretanto, uma característica intrigante é a capacidade do parasito de 

interagir com as células do fígado, migrando entre os hepatócitos, até por fim se estabelecer em 

uma célula específica. Esta migração trans-celular é importante, provavelmente, para a indução 

da exocitose de organelas apicais do parasito, tornando-os aptos a infectar o hepatócito e se 

desenvolver dentro do vacúolo parasitóforo (Mota & Rodriguez, 2004). No caso do P. vivax e P. 

ovale, os esporozoítos podem se diferenciar em formas latentes no interior do fígado, os 

hipnozoítos, que são responsáveis pelas recaídas da doença meses ou, mais raramente, anos após 

a infecção (Krotoski, 1985). 

 Os esporozoítos, ao se estabelecerem em um hepatócito, se diferenciam e multiplicam 

assexuadamente resultando na formação dos merozoítos. Os merozoítos são liberados 

gradativamente na forma de vesículas denominadas merossomas, que atingem a circulação 

sanguínea dando assim, continuidade ao ciclo (Sturm et al., 2006). Na circulação sanguínea, os 

merozoítos invadem os eritrócitos por meio de interações específicas entre a membrana do 

parasita e receptores específicos da superfície dessas células. Inicia-se então o ciclo assexuado 
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nas hemácias, responsável pela sintomatologia clínica da malária. Dentro dos eritrócitos os 

merozoítos se transformam em trofozoítos jovens, trofozoítos maduros e finalmente esquizontes. 

Dependendo da espécie, cada esquizonte gera de 10-30 merozoítos que penetraram em outras 

células sanguíneas, reiniciando o ciclo eritrocítico. Após um período que varia de 3 a 10 dias, 

conforme a espécie, alguns merozoítos se diferenciam em gametócitos masculinos e femininos.  

As fêmeas dos anofelinos, ao se alimentarem do sangue de um indivíduo infectado, 

ingerem os gametócitos e é nessa fase que se inicia o ciclo sexuado, no estômago do inseto. Esses 

gametócitos se diferenciam em gametas masculinos e femininos, que são fecundados produzindo 

zigotos. O zigoto se torna alongado e móvel sendo denominado oocineto. Os oocinetos 

completam sua maturação ainda no bolo alimentar, no intestino do hospedeiro invertebrado. Após 

a maturação, os oocinetos estão aptos a realizarem o processo de invasão. A primeira barreira 

enfrentada pelo parasito ao sair do intestino médio, é a matriz peritrófica (MP), estrutura acelular 

que recobre o intestino. Muito pouco se conhece sobre os detalhes deste processo de invasão e 

alguns modelos já foram propostos na tentativa de entender esse evento. A proposta chamada 

time bomb (bomba-relógio), sugerida por Kumar & Barillas-Mury (2005), propõe que a invasão 

dos oocinetos ocorre, obrigatoriamente, nos pontos onde as membranas celulares apicais de 

células adjacentes se encontram. Em seguida, essas células invadidas entram no processo de 

apoptose levando a perda das microvilosidades e a fragmentação do DNA genômico (Barillas-

Mury & Han, 2000). Esse modelo também foi observado em oocinetos de P. falciparum 

atravessando o epitélio de Anopheles stephensi (Baton & Ranford-cartwright, 2004) e com P. 

gallinaceum invadindo Aedes aegypti (Gupta et al., 2005). Após a invasão, o oocineto sai das 

células epiteliais e entra em contato com a lâmina basal. Esse contato induz a transformação do 

oocineto em oocisto, uma forma séssil. Em cada oocisto, são ativadas as maquinarias de 

replicação do DNA e de síntese de proteínas para a amplificação assexuada do número de 

parasitos gerando a produção de milhares de esporozoítos. Como conseqüência desse evento, a 

cápsula do oocisto se torna mais fina e fragmentada, possibilitando o aparecimento de 

perfurações, por onde os esporozoítos escapam (Meis et al., 1992). Ao serem liberados na 

hemolinfa, os esporozoítos conseguem invadir as glândulas salivares, podendo, num próximo 

repasto sanguíneo, inocular as formas infectantes no hospedeiro vertebrado (Figura 2). 
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Fonte: Greenwood et al. 2008. 
 
Figura 2 - Desenho esquemático representando o ciclo de vida do Plasmodium sp. Ilustrando 
suas diversas etapas, incluindo as recentes alterações. 
 
 
 
1.5  Diagnóstico laboratorial de malária humana 

 O diagnóstico de malária é um dos pilares do Programa de Prevenção e Controle da 

doença no país e no mundo. Um bom diagnóstico propicia a identificação precoce dos casos de 

malária e permite a caracterização da espécie, o que é importante para a definição do esquema 

terapêutico (SVS, 2003; WHO, 2009a). Estima-se que um diagnóstico de qualidade seja capaz de 

evitar, potencialmente 100.000 mortes em decorrência da malária e 400.000.000 tratamentos 

desnecessários (Martens & Hall, 2000). Tendo em vista a importância do diagnóstico de malária, 

vários métodos têm sido estudados e desenvolvidos a fim de aprimorar a acurácia desta 

ferramenta. Nesse contexto, um método diagnóstico ideal seria aquele de fácil e rápido 

desempenho, que possuísse uma alta sensibilidade e especificidade, que fosse capaz de 
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quantificar a parasitemia e que apresentasse ainda custo reduzido (Hanscheid & Grobusch, 2002). 

Porém, diante da inexistência, até o presente momento, deste diagnóstico ideal, busca-se aquele 

que consiga chegar o mais próximo do esperado, com melhor custo-benefício. 

 

 

1.5.1  Microscopia Ótica, padrão-ouro 

O diagnóstico de rotina para malária humana é historicamente baseado na detecção do 

parasita no sangue. O exame microscópico de gotas espessas coradas com Giemsa é simples, de 

baixo custo, e possibilita a quantificação da parasitemia (Erdman & Kain, 2008). As principais 

desvantagens da microscopia são a difícil detecção de baixas parasitemias (< 5 parasitos/µL de 

sangue), de infecções mistas, pelas similaridades morfológicas entre estágios jovens dos parasitas 

da malária de diferentes espécies (Noedl et al., 2006), bem como a diferenciação de plasmódios 

humanos e simianos, que são morfologicamente similares (Ávila & Ferreira, 1996; CDC, 2008). 

O exame de gota espessa é também, em muitas situações, de difícil leitura, demanda tempo 

considerável, requer equipamentos de boa qualidade e, principalmente, pessoal bem treinado, 

tanto para o preparo quanto para o exame das lâminas. Dessa forma, em algumas condições, sua 

sensibilidade pode cair para 50-100 parasitos/µL de sangue (Barker, et al., 1994; Ávila & 

Ferreira, 1996; Hanscheid, 1999). Tais desvantagens da microscopia óptica, padrão-ouro no 

diagnóstico de malária humana, têm incentivado a busca de novos métodos diagnósticos a fim de 

se aprimorar o diagnóstico da doença humana. 

 

 

1.5.2  Testes imunocromatográficos rápidos 

Recentemente, uma variedade de testes diagnósticos rápidos (RDT, Rapid Diagnostic 

Tests) foi desenvolvida para o diagnóstico de malária humana, baseado no reconhecimento de 

antígenos do parasita na circulação sanguínea (Mens et al., 2007). 

Os RDTs são comercialmente disponíveis em kits, que incluem os reagentes necessários e 

não requerem treinamento intenso ou equipamentos para realizá-los e interpretá-los. O princípio 

deste método é baseado em uma imunocromatografia em membrana de nitrocelulose, onde a 

captura de antígenos circulantes do parasita é realizada por meio de anticorpos monoclonais, 

sendo a presença do antígeno indicada por uma mudança de coloração na fita de nitrocelulose 

(Moody & Chiodini, 2002). A acurácia dos RDTs em detectar os parasitas da malária depende de: 
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(i) concentração do antígeno alvo no sangue do hospedeiro, (ii) fluxo de migração Antígeno-

Anticorpo na fita de celulose, (iii) condições físicas dos RDTs, incluindo a integridade de 

anticorpos e conjugados (iv) transporte e estocagem, (v) variação antigênica do antígeno alvo e 

(vi) interpretação do teste, que muitas vezes pode ser subjetiva (Wongsrichanalai et al., 2007).  

Os testes rápidos tem se mostrado úteis em situações específicas, tais com: diagnóstico de 

indivíduos distantes de um serviço de microscopia adequado; diagnóstico de força-tarefa em 

militares e companhias de mineração; surtos de malária; diagnóstico de urgência em hospitais e 

clínicas (Wongsrichanalai et al., 2007; Luchavez et al., 2007; Erdman & Kain, 2008; Murray & 

Bennett, 2009). Na América Latina, os programas de controle de malária, com o apoio do fundo 

global para o controle da AIDS, Tuberculose e Malária, planejam introduzir os RDTs como 

auxiliar no diagnóstico de rotina (WHO, 2004).  

 

 

1.5.3  Ferramentas Moleculares 

As técnicas de Biologia Molecular surgiram a partir da década de 80 e trouxeram novas 

perspectivas para o diagnóstico não só da malária, mas de muitas outras doenças infecto-

parasitárias. A PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) é uma técnica molecular capaz de 

detectar o DNA ou RNA do parasito, sendo considerada de alta sensibilidade e especificidade. O 

princípio da técnica se baseia no uso de dois pares de iniciadores que flanqueiam uma sequência 

alvo do Plasmodium sp. que juntamente com uma enzima, a Taq polimerase, são usados em 

sucessivos ciclos de desnaturação e extensão do DNA para gerar bilhões de cópias da sequência 

alvo. A PCR para o diagnóstico de malária foi descrita por Waters & McCutchan, em 1989, 

baseando-se em sequências gênero e espécie-específicas dentro da região codificadora da 

subunidade menor do RNA ribossomal dos plasmódios, gene 18S. Desde então, uma variedade 

de protocolos tem sido descritos, a maioria deles baseado nesta mesma região (Snounou et al., 

1996; Rubio et al., 1999; Parajuli et al., 2009). O gene 18S é um bom alvo para a diferenciação 

de plasmódios, pois apresenta regiões polimórficas flanqueadas por regiões conservadas, o que 

facilita o desenho de iniciadores gênero e espécie específicos (Lal et al., 1989; Snounou et al., 

1993; Das, 1995). 

A técnica de PCR tem sido amplamente utilizada em pesquisas envolvendo diagnóstico de 

malária humana. No Brasil, diferentes grupos de pesquisa têm utilizado a técnica de PCR para 

determinar infecções assintomáticas, infecções mistas e para diferenciar espécies 
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morfologicamente similares (Alves et al., 2002; Di Santi et al., 2004; Cavasini et al., 2000; 

Scopel et al., 2004; Zalis et al., 1996). Embora as técnicas de PCR sejam úteis para fins de 

pesquisa, demandam tempo e equipamentos caros e especializados, bem como condições 

adequadas de laboratório, geralmente indisponíveis em regiões afetadas pela malária, o que 

limitam a sua aplicabilidade para o diagnóstico individual na rotina (Mens et al., 2007). Em 

resumo, no campo de malária humana, as ferramentas moleculares podem permitir informações 

importantes para o desenvolvimento de diagnósticos mais precisos, drogas eficazes e vacinas 

potenciais. Com o mapeamento dos genomas dos plasmódios e seus respectivos vetores, o acesso 

à essas informações pode cooperar para o avanço no controle e diminuição da incidência da 

doença (Greenwood, 2002). 

A variante da reação em cadeia da polimerase chamada PCR em Tempo Real, trouxe 

algumas vantagens frente a PCR convencional. Enquanto na primeira a visualização do produto é 

realizada após o término da reação (platô), na PCR em Tempo Real pode-se detectar o produto na 

fase exponencial da reação. Dessa forma, é possível quantificar a parasitemia dos indivíduos 

infectados. Além disso, alguns protocolos foram desenvolvidos para utilizar apenas um par de 

iniciadores e através de curvas de dissociação é possível o diagnóstico específico das espécies 

que infectam o homem (Mangold et al., 2005; Perandin et al., 2004). Recentemente, uma nova 

técnica molecular, a amplificação isotérmica do DNA (LAMP PCR - Loop-mediated isothermal 

amplificatication) tem sido validada para vários testes diagnósticos (Parida, et al., 2008). A 

LAMP apresenta-se como uma técnica simples, de preço acessível e que tem o potencial de 

combinar a alta sensibilidade de um teste molecular, com a possibilidade de realização em 

condições precárias de campo, onde poucos recursos técnicos são disponíveis. Esta ferramenta, 

assim como o Real Time PCR, também dispensa a manipulação pós-amplificação, sendo o 

resultado fornecido pela visualização de turbidez ou fluorescência. Entretanto, para o diagnóstico 

diferencial de malária humana, os protocolos de LAMP ainda estão sendo padronizados (Paris et 

al. 2007; Chen et al. 2010). 
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2 Justificativa 

A utilização da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para o diagnóstico diferencial de 

malária humana tem sido descrita por vários autores. Grande parte dos protocolos publicados 

baseiam-se na técnica de Nested-PCR, amplificando sequências gênero e espécie específicas 

dentro do gene 18 S, que codifica a subunidade menor do RNA ribossomal. Essa reação de PCR é 

caracterizada por dois ciclos de amplificação, o que geralmente está relacionado à uma 

sensibilidade superior a PCR tradicional. Avaliar o desempenho de uma técnica promissora como 

a PCR, como ferramenta auxiliar no diagnóstico diferencial dos plasmódios humanos, em 

Serviços de Referência para o diagnóstico de malária pode ser importante em situações onde o 

diagnóstico é duvidoso. Isto é relevante já que em nosso meio o diagnóstico para malária 

continua sendo realizado pelo exame parasitológico, que demanda um especialista em 

microscopia. A maior parte dos estudos que avaliam a sensibilidade da PCR para malária 

utilizaram curvas de titulação para s cálculos dos índices de validade, utilizando-se para isto 

DNA de cultivo de P. falciparum e/ou DNA plasmidial. Entretanto, a amplificação destes DNAs 

molde é bastante facilitada se comparada ao DNA obtido de amostras de campo. Até o momento, 

poucos estudos avaliaram o desempenho da PCR em função da densidade parasitária da 

população-alvo, portanto, estudos desta natureza se fazem necessários. Atualmente, apesar dos 

ensaios de PCR não serem ideais para o diagnóstico individual de malária aguda, estes ensaios 

podem ser excelentes ferramentas para estudos epidemiológicos, quimioterápicos e de vacinas. 
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3 Objetivos 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliação do desempenho da Reação em Cadeia da Polimerase como ferramenta auxiliar 

no diagnóstico e monitoramento de infecção malárica em Serviços de Saúde que são referência 

para o diagnóstico laboratorial de malária. 

 

3.2  Objetivos Específicos 

 

Comparar o desempenho da Nested-PCR em relação a PCR em Tempo Real para o 

diagnóstico diferencial das três espécies de plasmódio existentes no Brasil,                  P. 

falciparum, P. vivax e P. malariae; 

 

Comparar o desempenho das técnicas moleculares, Nested-PCR e PCR em Tempo Real, em 

função da densidade parasitária detectada pela microscopia óptica; 

 

Comparar o desempenho da PCR utilizando-se amostras extraídas diretamente de sangue total 

ou estocado em papéis de filtro; 

 

Avaliar o desempenho da PCR como ferramenta complementar no diagnóstico de rotina e 

acompanhamento de cura de pacientes dos Serviços de Saúde de Belo Horizonte e 

Uberlândia. 
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4  Material e Métodos 

 

4.1  Painel de amostras 

O estudo foi conduzido com amostras de DNA extraídas do sangue periférico de 

indivíduos que foram expostos à malária, cujo diagnóstico específico foi realizado em serviços de 

Referência da Amazônia (área endêmica) ou Minas Gerais (área não endêmica). Os aspectos 

éticos e metodológicos deste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

envolvendo seres humanos do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ (Protocolo CEP: 

CPqRR nº 24/2008). A todos os indivíduos elegíveis foram prestados esclarecimentos sobre os 

objetivos e procedimentos do presente trabalho, dando ênfase para a participação voluntária, 

sendo a recusa isenta de penalidade. 

 

4.1.1  Área endêmica 

No estudo, foram incluídos 164 indivíduos provenientes de regiões variadas da Amazônia 

Legal, área endêmica para malária humana. Destes, 128 estavam infectados pelo P. vivax ou                   

P. falciparum e 36 não estavam infectados. O diagnóstico de malária aguda destes indivíduos foi 

baseado na Microscopia Óptica (MO) utilizando-se a técnica de gota espessa corada pelo Giemsa, 

considerada o padrão ouro para o diagnóstico de malária humana (SVS, 2008). As lâminas de 

cada paciente foram preparadas e examinadas por microscopistas bem capacitados dos 

Laboratórios de Referência em Malária da região Amazônica. De cada um dos indivíduos foram 

colhidos 5mL de sangue por punção venosa, em tubos do tipo “vacutainer” (sistema Vacuette®, 

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmünster, Áustria) com anticoagulante (EDTA), sendo o sangue 

coletado utilizado para a extração do DNA genômico. Do total de amostras, 94 foram utilizadas 

para um estudo comparativo entre diferentes protocolos de PCR (Nested e PCR em Tempo Real), 

sendo 74 positivos e 20 negativos. A tabela 2 ilustra a distribuição destas amostras em função da 

positividade e densidade parasitária. As 70 amostras restantes (Tabela 3) foram utilizadas para 

avaliar as técnicas moleculares, bem como diferentes protocolos de extração de DNA: a partir de 

amostras extraídas diretamente do sangue total e extração de sangue estocado em papéis de filtro. 

Portanto, para esse fim, de cada indivíduo foram coletados 5mL de sangue por punção venosa e 

parte deste sangue, correspondendo a 3 gotas (aproximadamente 30µL cada), foi estocado em 

papel de filtro, sendo cada papel seco ao ar (24 horas) e estocado em embalagens individuais com 

dessecante (Sílica). 
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Tabela 2 - Distribuição de frequência das amostras positivas e negativas para malária em função 
da densidade parasitária, utilizadas no estudo comparativo entre a Nested e o PCR em Tempo 
Real de indivíduos provenientes da Amazônia Legal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    * Parasitas/L de sangue detectados pela Microscopia Óptica (MO). 
 
 
Tabela 3 - Distribuição de frequência das amostras positivas e negativas para malária em função 
da densidade parasitária, utilizadas no estudo comparativo entre a extração de DNA a partir de 
papel de filtro e sangue total de indivíduos provenientes da Amazônia Legal. 
 

 

 

 

 

 

 

 
  * Parasitas/L de sangue detectados pela Microscopia Óptica (MO). 

 

 

4.1.2  Área não endêmica 

 As amostras de sangue total foram coletadas em papel de filtro para todos os indivíduos 

suspeitos de infecção malárica que procuraram os Serviços de Referência dos municípios de 

Uberlândia e Belo Horizonte, no período de 01 de fevereiro de 2009 a 30 de novembro de 2009. 

Tais coletas foram realizadas visando validar um protocolo de PCR em Serviços de Referência 

para o diagnóstico de malária humana no Estado de Minas Gerais. No devido período, foram 

realizadas 100 coletas correspondentes a 70 indivíduos (casos primários). A tabela 4 apresenta os 

Amostras MO* N (%) 

    

>1000 20 21.3 
301-1000 16 17.0 
101-300 16 17.0 

Positivas 

1-100 22 23.4 
    

Negativas 0 20 21.3 
    

Total (%)  94 100 

Amostras MO* N (%) 

    

>1000 29 41.4 
301-1000 6 8.6 
101-300 14 20 

Positivas 

1-100 5 7.1 
    

Negativas 0 16 22.9 
    

Total (%)  70 100 
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dados demográficos, epidemiológicos e parasitológicos, dos indivíduos com suspeita de malária 

clinica. Pode-se observar que durante o ano de 2009, os indivíduos que procuraram os Serviços 

de Referência em Minas Gerais apresentaram uma mediana de idade de 42 anos, que variou de 1 

a 76 anos. A proporção de homens e mulheres foi de 3:1 e as principais atividades associadas à 

exposição foram viagens turísticas ou a trabalho e construções de estradas e barragens. Em 

relação à positividade, 22 indivíduos apresentaram malária aguda e 48 indivíduos não 

apresentaram infecção. A proporção de infecção por P. falciparum e P. vivax foi de 11 e 17%, 

respectivamente. Também foram caracterizadas duas infecções mistas, por P. falciparum e P. 

vivax. Em relação ao local provável de infecção, a maior parte dos indivíduos (34%) adquiriu a 

doença nos estados da Amazônia Legal. A distribuição dos indivíduos com malária aguda, 

segundo densidade parasitária, está discriminada na Tabela 5, sendo a maioria dos casos com 

parasitemias consideradas relativamente altas (>300 parasitas/µL de sangue). 

 
 
Tabela 4 - Dados demográficos, epidemiológicos e parasitológicos dos 70 indivíduos suspeitos 
de infecção malárica apresentados aos Serviços de Saúde de Minas Gerais, no período de 
fevereiro a novembro de 2009. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

*P.falciparum/P. vivax 

Características  
 

Mediana da idade/anos (variação) 
 

42 (1 - 76) 
 

Gênero (masculino:feminino) 
 

3:1 

Atividade relacionada à exposição (n, %)  
Construção de estradas e barragens 
Viagem a trabalho 
Viagem turística 

11 (16) 
16 (23) 
17 (24) 

Ignorado ou sem informação 
 

26 (37) 
 

Malária aguda (n, %)  
Plasmodium falciparum 8 (11) 
Plasmodium vivax 12 (17) 

Sim 

Infecção mista* 2 (3) 
 Positividade Total, n (%) 22 (31) 
Não 
 

 
 

48 (69) 

Local Provável de Infecção (n, %)   
Amazônia Legal 
África 

 24 (34) 
13 (19) 

Ignorado ou sem informação 33 (47) 
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Tabela 5 - Distribuição da frequência de amostras positivas e negativas para malária referentes a 
indivíduos de Serviços de Saúde de Minas Gerais, no período de fevereiro a novembro de 2009. 
 

 

 

 

 

 

 
   * Parasitas/L de sangue detectados pela Microscopia Óptica (MO). 

 

Dos 22 indivíduos positivos para malária dos Serviços de Referência, 13 retornaram aos 

serviços para o acompanhamento parasitológico durante e/ou após o tratamento para malária 

(Tabela 6). Os técnicos dos serviços de referência realizaram a confecção e o exame de gotas 

espessas e, em paralelo, a coleta em papel de filtro. Os papéis contendo o sangue foram secos à 

temperatura ambiente por 24 horas, para a completa secagem do material, sendo em seguida, 

individualmente envolvidos em papel alumínio e armazenados em envelope com sílica, evitando 

dessa forma o acúmulo de umidade e a perda do material. 

 
Tabela 6 – Indivíduos com malária aguda dos Serviços de Saúde de Minas Gerais, que foram 
acompanhados durante e/ou pós o tratamento para malária. 
 

Indivíduo Dia 01 LVC21 LVC2 LVC3 LVC4 

MG1 Pv3 Negativo Negativo Negativo Negativo 
MG2 Pf4 Pf Negativo Negativo  
MG3 Pf Pf Pf Negativo Negativo 
MG4 Pv Pv Negativo Negativo  
MG5 Pv Negativo Negativo Pv  
MG6* Pf Pf Pf Negativo  
MG7 Pf+Pv5 Negativo Negativo   
MG8 Pf Pf Pf   
MG9 Pv Negativo Negativo   
MG10 Pv Negativo    
MG11 Pf+Pv Pf+Pv    
MG12 Pf Pf    
MG13*  Pf Pf †    

1 Início do tratamento; 2 LVC (Lâmina de Verificação de Cura), os números de 1-4 correspondem ao 
diagnóstico realiza durante e/ou após o tratamento, sendo as medianas do acompanhamento: 3 dias 
(LVC1); 16 dias (LVC2);  26 dias (LVC3);  45 dias (LVC4);  3 Plasmodium. vivax; 4 P. falciparum;  
3Infecção mista ; †  - óbito no dia da LVC1 . Em asterisco os indivíduos que estavam internados. 
 

Amostras MO* N (%) 

    

>300 16 22.9 
101-300 4 5.7 Positivas 
1-100 2 2.9 

    

Negativas 0 48 68.5 
    

Total  70 100 
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4.2  Extrações de DNA genômico 

No presente estudo, avaliou-se o desempenho da PCR a partir de extrações de DNA 

diretamente do sangue total em relação ao sangue estocado em papel de filtro. Além disso, foram 

comparadas as extrações a partir de uma gota de sangue em papel de filtro (± 30µL de sangue) e 

duas gotas de sangue em papel de filtro (±60µL de sangue). 

 
 
4.2.1  Extração de DNA a partir de sangue total 

 A extração do DNA genômico dos indivíduos foi realizada utilizando-se o kit QIAGEN 

(PUREGENE®, Gentra Systems, Minneapolis, USA) de acordo com as especificações do 

fabricante. Resumidamente, para cada 1mL de sangue total acrescentaram-se 3mL de solução de 

lise para eritrócitos em um tubo Falcon (15mL). Após lise visível (± 10 minutos), a mistura foi 

centrifugada a 2000 x g, por 10 minutos, a 25ºC. O sobrenadante foi então removido e o material 

ressuspendido em 1mL de solução de lise celular. Em seguida, adicionaram-se 300μL de solução 

de precipitação de proteína, sendo o material submetido por 30s em agitador de tubos (vórtex), e 

centrifugado a 2000 x g, por 10 minutos, a 25ºC. O sobrenadante contendo o DNA solúvel foi 

precipitado em um tubo contendo 1 mL de isopropanol P.A. absoluto (Merck) à 4ºC. Em seguida, 

o DNA foi centrifugado a 2000 x g, por 3 minutos, a 25ºC, sendo o sobrenadante descartado. 

Adicionou-se 1mL de etanol 70% para a lavagem do DNA seguido de centrifugação a 2000 x g, 

por 1 minuto, a 25ºC. O sobrenadante foi novamente descartado e após a completa evaporação do 

etanol por aproximadamente 15min, o DNA foi hidratado com 330μL de solução de hidratação        

(Tris-hidrometil aminometano, EDTA) e foi incubado por 1 hora, a 65ºC e o DNA extraído foi 

armazenado a -20ºC até o seu uso. As concentrações das soluções utilizadas em cada um dos kits 

não são disponibilizadas pelo fabricante. 

 
 

4.2.2  Extração de DNA mediante sangue total em papel de filtro 

Para a extração do DNA genômico mediante sangue em papel de filtro utilizou-se o kit 

QIAGEN QIAamp® DNA mini kit (PUREGENE®, Gentra Systems, Minneapolis, USA), que 

apresenta grande eficiência na extração de DNA para esse tipo específico de estocagem de 

amostra. A extração foi realizada de acordo com as especificações do fabricante. Resumidamente, 

os círculos de sangue em papel de filtro (±30µL de sangue/papel ou ±60µL de sangue/papel) 

foram cortados e colocados em microtubos (Eppendorf) de 1,5mL. Adicionou-se 180μL de 

tampão de lise celular ao tubo, que foi incubado a 85ºC, por 10 minutos. Foram acrescentados 
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20μL da solução de proteinase K e a mistura foi homogeneizada por 30s em agitador de tubos 

(vórtex) e incubadas a 56ºC, por uma hora. Foram adicionados 200μL de tampão de lise, os tubos 

foram homogeneizados novamente por 30s em agitador de tubos e incubados a 70ºC, por 10 

minutos. Em seguida, foram adicionados 200μL de etanol P.A. (4 ºC) e o material foi 

homogeneizado.  Posteriormente, todo o material (± 500μL de eluato) foi colocado em uma 

coluna QIAamp spin (agregada ao tubo de coleta de 2mL). Os tubos foram centrifugados a 800 x 

g, por 1 minuto, a 25ºC, em seguida, os tubos contendo o filtrado foram descartados e as colunas 

foram colocadas em um novo tubo de 2 mL. Foram adicionados 500µL de tampão para a 

lavagem do DNA e o material foi centrifugado a 800 x g, por 1 minuto, a 25ºC. Em seguida, a 

coluna foi posta em um novo tubo de 2mL e o tubo contendo o filtrado foi descartado. Foram 

adicionados 500µL de tampão para uma segunda lavagem do material e cada tubo foi 

centrifugado a 1500 x g, por 3 minutos, a 25ºC. Cada coluna foi colocada em novos microtubos 

do tipo eppendorf 1,5 mL e os tubos contendo o filtrado foram descartados. Foram acrescentados 

150µL de água destilada para eluir o material, em seguida o material foi incubado a temperatura 

ambiente, por 1 minuto e centrifugado a 800 x g, por 1 minuto, a 25ºC. Finalmente as colunas 

foram descartadas e o DNA foi armazenado a -20ºC até seu uso. 

 

4.3  Papel de Fitro 

Foi utilizado no presente estudo o papel de filtro comum, do tipo xaroposo que apresenta custo 

bastante reduzido (R$27,00, pacote com 50 folhas). 

 
 
4.4  Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

  

4.4.1  Controle das extrações de DNA genômico 

A fim de averiguar se as extrações de DNA foram realizadas com sucesso, as amostras de 

DNA foram submetidas a uma PCR pra amplificar o sistema ABO (Olsson et al., 1998). A tabela 

7 apresenta a relação dos iniciadores utilizados nesta reação. 

 

  

4.4.2  Nested-PCR 

Amostras de DNA foram amplificadas através da Nested-PCR baseando-se na metodologia 

descrita por Snounou et al., 1993, com modificações. Este protocolo amplifica regiões gênero e 
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espécie específicas dentro da subunidade menor do RNA ribossomal, gene 18S. A Nested-PCR 

amplifica na primeira reação um fragmento de 1200 pb (seqüência gênero-específica) e na 

segunda reação seqüências espécie-específicas são amplificadas, sendo cada um dos fragmentos e 

seus iniciadores descritos na tabela 7. As reações foram realizadas em volumes de 20L 

utilizando-se: 80 ng de amostra de DNA, 250nM de cada um dos iniciadores, 10µL de Master 

Mix (PROMEGA-0,3U Taq DNA Polimerase, 200M de cada um dos dNTPs e 1,5mM MgCl2). 

As amplificações foram realizadas no termociclador PTC-100 Version7.0 - MJ Research e as 

condições da PCR foram, para a primeira reação: 24 ciclos de 95°C por cinco minutos, 58°C por 

dois minutos, 72°C por dois minutos e extensão final a 72°C por cinco minutos. A segunda 

reação foi realizada nas mesmas condições, porém com 29 ciclos. A visualização dos fragmentos 

amplificados foi feita em eletroforese em gel contendo 2% de agarose (Invitrogen) dissolvida em 

tampão TAE 1x (40mM Tris-acetato, 1mM EDTA), sendo adicionados 5µg/mL de brometo de 

etídio (Invitrogen). As amostras de DNA foram misturadas em tampão de amostra (0,25% azul de 

bromofenol, 40% sacarose) e aplicadas em cada uma das canaletas do gel de agarose. A corrida 

eletroforética foi realizada em um sistema horizontal (Bio-Rad) a 100V, por cerca de 40 minutos. 

O gel foi analisado em transluminador ultravioleta (UVP - Bio-Doc it System) e arquivado em 

sistema digital.  

 
 
4.4.3  PCR em Tempo Real  

O Protocolo de PCR em Tempo Real utilizado neste trabalho baseou-se no descrito por 

Mangold et al. (2005), com modificações. O protocolo descrito por estes autores se baseia na 

detecção das quatro espécies de plasmódios humanos, na utilização de apenas um par de 

iniciadores consenso, desenhado em uma região espécie-específica da subunidade menor do RNA 

ribossomal, gene 18 S. Tais iniciadores amplificam fragmentos que variam no número de 

nucleotídeos e esses diferentes tamanhos são analisados e discriminados por meio de curvas de 

dissociação, que permitem a diferenciação das espécies de plasmódios.  As reações foram 

realizadas em volumes de 20µL, utilizando 200ng de amostra de DNA, 0.5 mM de cada 

iniciador, 2.5mM de MgSO4 e 10µL de SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems, 

Califórnia, USA). As amplificações e a detecção da fluorescência foram conduzidas no ABI 

PRISM® 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems). As condições da PCR foram 

um ciclo de 95ºC por 10 minutos, 40 ciclos em 90ºC por 20 segundos, 50ºC por 30 segundos e 
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60ºC por 30 segundos, acrescido de extensão final. O par de iniciadores e as sequências utilizadas 

nesta reação estão especificados na Tabela 7. 

Para todos os ensaios, a PCR foi realizada utilizando-se controles positivos e negativos nas 

reações. Como controles negativos foram utilizados amostras de DNA de indivíduos de área livre 

de transmissão, sabidamente negativos para malária. Como controles positivos foram utilizados: 

(i) P. falciparum, DNA proveniente de cepa de cultivo contínuo mantido no Laboratório de 

Malária (CPqRR-FIOCRUZ); (ii) para P. vivax, DNA de indivíduo com infecção aguda e 

parasitemia confirmada pela microscopia óptica; (iii) para P. malariae/P. brasilianum: DNA de 

Referência do MR4 (Banco Internacional de Reagentes de Referência de Malária – ATCC, USA). 

 
 



 
 

Tabela 7. Sequências de iniciadores e tamanho dos fragmentos amplificados para o gene 18S ssuRNA dos parasitas da malária na Nested-
PCR, PCR em Tempo Real e também para genes do sistema ABO. 
 

 

Alvo PCR Iniciadores* Sequência de nucleotídeos (5´ - 3´) Tamanho do fragmento 

Plasmodium sp. rPLU5 5’CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 3’ 
 

Nested– 1a Reação 
rPLU6 5’ TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG 3’ 1200 pb1 

Plasmodium vivax rVIV1 5’CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC3’ 
 rVIV2 5’TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT3’ 120 pb 

Plasmodium falciparum rFAL1 5’TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT3’ 
 rFAL2 5’ACACAATGAACTTCAATCATGACTACCCGTC3’ 205 pb 

Plasmodium malariae rMAL1 5’ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATACCGC 3’ 
 

Nested– 2 a Reação 

rMAL2 5’AAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA3’ 144 pb 

Iniciador 1 5' TAA CGA ACG AGA TCT TAA 3' 
Plasmodium sp. Real Time 

Iniciador 2 5' GTT CCT CTA AGA AGC TTT 3'  

Sistema ABO PCR 516 S 

96 AS 
5' GCTGGAGGTGCGCGCTAC 3' 

5' ACGAATTCTACTTGTTCAGGTGGCTGTGCGTC 3' 419 pb 
 

       * Nested-PCR (Snounou et al., 1993); Real Time PCR (Mangold et al., 2005); ABO PCR (Olsson et al., 1998). 1- pb = pares de bases. 
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4.4.4  Amplificação do Genoma Total (WGA-Whole Genome Amplification) 

 Para as amostras de DNA que não amplificaram na reação de Nested-PCR utilizou-se a 

técnica de amplificação do genoma total. Pata isto, utilizou-se o kit GenomiPhi V2 DNA 

Amplification (GE Helthcare UK Limited – Amersham Place, 2007) (comparação dos protocolos 

de extração de DNA genômico). Esta amplificação aleatória do DNA genômico é feita por meio 

de uma PCR que utiliza uma série de pequenos iniciadores inespecíficos, que amplificam, de 

forma representativa, o genoma total da amostra. O protocolo foi realizado de acordo com as 

instruções do fabricante. Resumidamente, foi adicionado 1µL de DNA em 9µL de tampão de 

amostra e este material foi submetido a uma temperatura de 95ºC durante 3 minutos. Para a 

reação de amplificação, foram combinados 9µL de tampão de reação com 1µL de enzima a cada 

amostra, seguida de incubação a 30ºC, durante 2 horas e amplificação, a 65ºC por 10 minutos. 

Finalmente, o material foi armazenado e mantido à temperatura de -20 ºC até o seu uso.  

 
 

4.5  Análises Estatísticas 

Para avaliar a diferença entre as técnicas de PCR utilizadas, bem como entre as diferentes 

parasitemias detectadas pela microscopia óptica, foi aplicado o teste não-paramétrico de 

Wilcoxon. Este teste é usado para comparar proporções e leva em consideração a magnitude da 

diferença entre cada par. Valores de p<0.05 foram considerados significantes. A concordância 

entre os diferentes protocolos da PCR e a microscopia óptica foi avaliada por meio do coeficiente 

estatístico Kappa (�). O coeficiente κ estabelece o grau de concordância em escalas nominais, o 

que fornece uma idéia do quanto as observações se afastam daquelas esperadas, fruto do acaso. 

Este coeficiente foi calculado a partir da concordância observada (Po) diminuída da concordância 

esperada (Pe), dividido por 1 menos a concordância esperada. 

 A validação dos diagnósticos moleculares foi feita a partir dos cálculos dos índices 

estatísticos de sensibilidade e especificidade. A sensibilidade é a probabilidade de um teste ser 

positivo na presença da doença, isto é, avalia a capacidade de um teste detectar a doença quando 

ela está presente. A especificidade é a probabilidade de um teste ser negativo na ausência da 

doença, ou seja, avalia a capacidade de um teste afastar a doença quando ela é ausente, como se 

sugere. A microscopia óptica foi utilizada como padrão-ouro na validação dos testes moleculares. 

Os valores observados para sensibilidade e especificidade são compatíveis com um faixa de 

valores, onde quanto mais próximo de 1 maior será a sensibilidade ou a especificidade (vide 

esquema abaixo). O pacote estatístico Stat 8.0 foi utilizado em todas as análises. 
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5  Resultados 

 

5.1  Desempenho da Nested-PCR versus PCR em Tempo Real 

 Duas técnicas moleculares, a Nested-PCR e a PCR em Tempo Real, foram comparadas, a 

fim de selecionar a mais viável para a aplicação e validação em Serviços de Saúde do Estado de 

Minas Gerais. Para tal, foram utilizadas 94 amostras da região endêmica, das quais 74 eram 

positivas para malária e 20 negativas, conforme diagnóstico realizado pela microscopia óptica 

(Tabela 8). Para as técnicas de PCR, os resultados obtidos demonstraram que não houve 

diferença estatisticamente significativa entre as duas técnicas moleculares testadas, sendo o 

índice Kappa de concordância de 0.97. Com relação às espécies de plasmódios diagnosticadas 

pela MO, também houve concordância entre os protocolos moleculares (dados não mostrados). 

Dessa forma, é possível concluir que as duas técnicas apresentaram igual desempenho. Porém, 

pode-se observar que tanto a Nested-PCR quanto a PCR em Tempo Real apresentaram limitações 

para detectar baixas parasitemias. Do total de 22 amostras positivas na MO, que apresentaram 

parasitemias menores que 100 parasitas/µL de sangue, seis (27%) não amplificaram em nenhum 

dos protocolos de PCR avaliados. 

 

 

Tabela 8 - Desempenho da Nested-PCR e PCR em Tempo Real, comparadas a Microscopia 
Óptica (MO), de acordo com a densidade parasitária. 

 

Amostras MO PCR (%) 

  Parasitas/L (n)* Nested PCR ** 
PCR em Tempo 

Real** 

>1000 (20) 20 (100) 20 (100) 
301-1000 (16) 16 (100) 16 (100) 
101-300 (16) 16 (100) 15 (93.8) 

Positivas 

1-100 (22) 16 (72.0) 16 (72.0) 

Total 1->1000 (74) 68 (92) 67 (91) 

Negativas 0 (20) 0 (0) 0 (0) 
 * Parasitas/L de sangue detectados pela Microscopia Óptica. 
 ** Não houve diferença entre as técnicas de PCR (p>0.05).  
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Os dados obtidos permitiram ainda calcular os índices estatísticos de validade e 

concordância das reações de Nested-PCR e PCR em Tempo Real, em relação à microscopia 

óptica (MO). Para tal, índices de sensibilidade, especificidade e concordância Kappa foram 

calculados para cada faixa de parasitemia. Na tabela 9 pode-se observar que a sensibilidade e 

especificidade para as técnicas moleculares frente a MO foram de 100% nas parasitemias acima 

de 100 parasitas/µL de sangue. Porém, nas parasitemias abaixo dessa faixa, essas técnicas 

apresentaram menores índices de sensibilidade. Resultados semelhantes foram obtidos com o 

índice de concordância kappa, cujos valores oscilam de 1.0 (>100 parasitas/µL de sangue) a 0.72 

(<100 parasitas/µL de sangue). Contudo, as diferenças encontradas não foram estatisticamente 

significativas (p>0.05). 

 
 
Tabela 9 - Sensibilidade e especificidade de duas técnicas moleculares tendo a Microscopia 
Óptica como padrão ouro, em diferentes parasitemias. 

 

Parasitas/µL de sangue (n) Método 
Molecular 

 
 100 (22) 101-300 (16) 301-1000 (16) >1000 (20)

Nested Sensibilidade* 0.73 1.0 1.0 1.0 
 Especificidade 1.0 1.0 1.0 1.0 
 Kappa 0.72 1.0 1.0 1.0 
      
Real Time Sensibilidade 0.73 0.94 1.0 1.0 
 Especificidade 1.0 1.0 1.0 1.0 
 Kappa 0.72 0.94 1.0 1.0 

* Não houve diferença estatisticamente significativa entre as faixas de densidade parasitária (p=0.18), para 
sensibilidade, especificidade e índice kappa. 

 

 

5.2 Desempenho da Nested-PCR em amostras de sangue extraídas de sangue total e 

estocadas em papel de filtro 

Uma vez que a técnica de Nested-PCR teve desempenho semelhante ao PCR em Tempo 

Real, optou-se por utilizar apenas a Nested-PCR para avaliar o desempenho da PCR nos 

diferentes métodos de extração sanguínea. Para tal, foram utilizadas 70 amostras da área 

endêmica, sendo 54 positivas e 16 negativas pela microscopia óptica (Tabela 3). As extrações 

mediante sangue total e papel de filtro foram comparadas, sendo que para as extrações a partir de 

papel de filtro utilizaram-se volumes de aproximadamente 30 e 60µL de sangue (Tabela 10).      

Pode-se observar que houve concordância entre os métodos de extração testados na reação de 
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Nested-PCR (kappa=1, dados não mostrados), bem como elevada concordância dos métodos 

moleculares frente a microscopia óptica, kappa igual a 0.85 (≤100 parasitas/µL) e 0.86      (101-

300 parasitas/µL).  No entanto, a Nested-PCR deixou de amplificar 3 amostras que apresentaram 

parasitemias ≤300 parasitas/µL de sangue. Apesar da reação de PCR ter sido específica, não 

amplificando amostras negativas, a sensibilidade foi maior para a faixa >300 parasitas/µL de 

sangue (Tabela 11). Como a PCR não amplificou algumas amostras positivas na MO, utilizou-se 

a técnica de amplificação do DNA genômico total (WGA), cujo produto amplificado foi 

submetido novamente a PCR parasito-específica. Entretanto, a                     pré-amplificação do 

DNA molde não resultou em ganho na sensibilidade, já que de 9 amostras amplificadas por WGA 

(3 amostras por paciente), apenas uma foi positiva para malária (dados não mostrados). 

 
 
 

Tabela 10 - Distribuição de frequência das amostras positivas e negativas para malária na 
Nested-PCR e na Microscopia Óptica (MO), mediante três  protocolos de extração de DNA 
genômico.  
 

Amostras MO 
PCR em diferentes métodos de 

extração (%) 

 
Sangue 

Total 

Sangue Total em 

Papel de Filtro 

 

Parasitas/L (n)* 

 30µL 60µL 

>3000 (16) 16 (100) 16 (100) 16 (100) 

3000-1001 (13) 13 (100) 13 (100) 13 (100) 

1000-301 (6) 6 (100) 6 (100) 6 (100) 

300-101 (14) 12 (86) 12 (86) 12 (86) 

1-100 (5) 4 (80) 4 (80) 4 (80) 

Positivas 

 

    

Total 1->3000 (54) 51 (96) 51 (96) 51 (96) 

     

Negativas 0 (16) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
*  Parasitas/L de sangue detectados pela Microscopia Óptica.  
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Tabela 11 - Sensibilidade, especificidade e concordância kappa de diferentes métodos de 
extração de DNA, sangue versus papel de filtro, em diferentes densidades parasitárias. 
 
 

Parasitas/µL de sangue (n)  
 Método de 
Extração 

  100 
(5) 

101-300 
(14) 

301-1000 
(6) 

1001-3000 
(13) 

>3000 
(16) 

Sangue Sensibilidade* 0.94 0.88 1 1 1 

 Especificidade 1 1 1 1 1 

 Kappa 0.85 0.86 1 1 1 

       
Papel de 
Filtro 

Sensibilidade 0.94 0.88 1 1 
1 

 Especificidade 1 1 1 1 1 

 Kappa 0.85 0.86 1 1 1 
* O teste Wilcoxon foi feito para comparar a sensibilidade e a especificidade entre as diferentes parasitemias 
(p=0.18). 

 
 
A positividade por espécie parasitária de cada uma das amostras desta etapa do estudo foi 

representada na Tabela 12. Foram caracterizadas 8 infecções por P. falciparum, 42 pelo     P. 

vivax, sendo que uma infecção mista (Pf/Pv) foi detectada apenas pelo diagnóstico molecular. 

  

Tabela 12 - Positividade por espécie parasitária nos protocolos de Nested-PCR e Microscopia 
Óptica (MO). 
 

Parasitemia1 Espécie parasitária 
(MO - n) 

Espécie parasitária (PCR) 

  Sangue Papel de Filtro 
   30μL 60μL 

>3000 P. falciparum (1) 1 1 1 
 P. vivax (15) 15 15 15 
     

1001-3000 P. falciparum (3) 3 3 3 
 P. vivax (10) 9 9 9 
 Mista2 (0) 1 1 1 
     

301-1000 P. falciparum (1) 1 1 1 
 P. vivax (5) 5 5 5 
     

101-300 P. falciparum (3) 3 3 3 
 P. vivax (9) 9 9 9 
     

1-100 P. falciparum    
 P. vivax (4) 4 4 4 

1 Parasitas/L de sangue detectados pela Microscopia Óptica; 2 Infecção mista por P. falciparum e 
 P. vivax. 
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5.3  Avaliação da Nested-PCR nos Serviços de Saúde do Estado de Minas Gerais com 

referência para o diagnóstico laboratorial de malária 

 

Uma vez que a extração do DNA a partir de sangue total e em papel de filtro tiveram igual 

desempenho pela Nested-PCR, escolheu-se, devido a simplicidade da coleta, a extração apenas 

com amostras de sangue em papel de filtro para o uso nos serviços de saúde. Para isto, a PCR foi 

utilizada em paralelo à MO em Serviços de Referência para o diagnóstico de malaria das cidades 

de Uberlândia e Belo Horizonte, de fevereiro a novembro de 2009. De 70 indivíduos que 

procuram os serviços de saúde no período do estudo, 22 (31.4%) foram diagnosticados pela 

microscopia com infecção malárica e 48 (68.6%) não apresentaram infecção (Tabela 4). Por outro 

lado, a PCR identificou os mesmos indivíduos com malária aguda, sendo que a positividade das 

amostras coletadas, em função da parasitemia, está representada na tabela 13. Pode-se observar 

que a concordância entre a MO e a PCR foi de 100%. 

 
 
Tabela 13 - Distribuição de frequência das amostras positivas e negativas para malária na 
Nested-PCR e na Microscopia Óptica nas amostras de sangue dos indivíduos suspeitos para 
infecção malárica dos Serviços de Saúde de Minas Gerais, no período de fevereiro a novembro de 
2009.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 1 Parasitas/L de sangue detectados pela Microscopia Ótica.              2  
Pacientes negativos na MO, mas suspeitos por apresentarem histórico 
e sintomatologia característicos de malária. 

 

Os resultados demonstraram que houve total concordância entre as espécies detectadas 

pela Nested-PCR. Cada uma das espécies diagnosticadas em função da parasitemia, detectada na 

MO dentre os indivíduos positivos que procuraram os serviços de saúde em 2009 está 

representada na Tabela 14.  

Amostras MO PCR 

  Parasitemia1 (n) Positividade(%) 

> 300 (16) 
300-101 (4) 
100-1 (2) 

16 (100) 
4 (100) 
2 (100) 

Positivas 

  

Total 1->300 (22) 22 (100) 
   
Negativas2 0 (48) 

 
0 (0) 
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Tabela 14 - Positividade por espécie parasitária nos protocolos de Nested-PCR e Microscopia 
Óptica (MO), indivíduos suspeitos para infecção malárica dos Serviços de Saúde de Minas 
Gerais, fevereiro a novembro de 2009.  
 

Parasitemia1 Espécie parasitária 
(MO - n) 

Espécie parasitária 
(PCR) 

>300 P. falciparum (5) 5 
 P. vivax (9) 9 
 Mista2 (2) 2 
   

101-300 P. falciparum (2) 2 
 P. vivax (2) 2 
   

1-100 P. falciparum (1) 1 
 P. vivax (1) 1 
   

           1 Parasitas/L de sangue detectados pela microscopia óptica (MO). 
         2 Infecção mista por P. falciparum e P. vivax. 

 

 

5.3.1  Avaliação da Nested-PCR para o acompanhamento de cura de pacientes com malária 

humana 

Durante os dez meses de coleta nos Serviços de Saúde, 22 pacientes foram diagnosticados 

com malária aguda pela microscopia (Tabela 4). Destes, 13 retornaram aos serviços para 

verificação de cura parasitológica. Para esses pacientes, também foram coletadas amostras de 

sangue em papel de filtro para avaliar como a Nested-PCR se comportaria no acompanhamento 

de cura. Foram confeccionadas 30 lâminas de verificação de cura (LVC), sendo 11 positivas para 

malária e 19 negativas. Os gráficos representados na Figura 3 mostram os resultados individuais 

da Nested-PCR e da MO. A Nested-PCR foi capaz de detectar todos os pacientes positivos pela 

microscopia óptica (MO), concordando com a avaliação realizada pela MO. No entanto, os 

pacientes MG 2 e MG 3 continuaram positivos pela PCR enquanto a MO já havia negativado. 
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Figura 3 - Acompanhamento de cura pela Microscopia Óptica(MO) e Nested-PCR, de pacientes 
diagnosticados como positivos para malária nos Serviços de Saúde de Minas Gerais (n=13). Em cada 
gráfico foi representada a parasitemia detectada pela MO. Os sinais positivos (+) e negativos (–) no topo 
de cada gráfico correspondem a postividade ou negatividade pela Nested-PCR. Os indivíduos foram 
codificados como MG 1 a MG 13. DP= demanda passiva, correspondente ao primeiro dia de tratamento 
para malária. LVC= Lâmina de Verificação de Cura. LVC 1 a 4 correspondem a mediana do tempo de 
acompanhamento: 3 dias (LVC1), 16 dias (LVC2), 26 dias (LVC3) e 45 dias (LVC4).      † = óbito. 
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6  Discussão 

  

6.1  Desempenho da Nested-PCR e PCR em Tempo Real em função da parasitemia 

A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido amplamente utilizada para fins de 

pesquisa em malária, particularmente para identificar infecções assintomáticas (Gama et al., 

2007; Tada et al., 2007; Marangi et al., 2009), infecções mistas (Shokoples et al., 2009) e 

espécies morfologicamente similares na microscopia, como é o caso de P. malariae e P. vivax 

(Scopel et al., 2004; Veron, Simon & Carme, 2009; Rahman et al., 2010). Para detectar 

diferentes espécies de plasmódios, uma variedade de protocolos de PCR altamente específicos 

tem sido publicada, sendo mais utilizados aqueles baseados na detecção de sequências gênero e 

espécie específicas, dentro da região codificadora da subunidade menor do RNA ribossomal (Lal, 

1989; Snounou et al., 1993; Das et al., 1995; Liu et al., 1998). Embora no Brasil a reação de PCR 

para o diagnóstico de malária tenha sido amplamente utilizada para fins de pesquisa (Zalis et al., 

1996; Cavasini et al., 2000; Alves et al., 2002; Di Santi et al., 2004; Scopel et al., 2004a), poucas 

publicações tem enfatizado o problema da sensibilidade da reação frente aos diferentes 

protocolos de PCR ou a variação de densidade parasitária de amostras de campo. Estes dados são 

de fundamental importância uma vez que a sensibilidade da PCR pode ser altamente variável 

dependendo não só do protocolo, mas também da população a ser diagnosticada (Berry et al., 

2005; Jelinek et al., 2007) 

No presente trabalho, optimizou-se um protocolo de PCR para ser validado como 

diagnóstico auxiliar de malária em Serviços de Saúde de Minas Gerais. Para tal, dois protocolos 

de PCR foram inicialmente comparados. Os protocolos selecionados foram a Nested-PCR e a 

PCR em Tempo real, baseados na amplificação do gene 18 S (SSU rRNA). Para a Nested-PCR 

optou-se por otimizar o protocolo baseado em Snounou e colaboradores (1993) e para a PCR em 

Tempo Real utilizou-se o protocolo descrito por Mangold et al. (2005), onde um único par de 

iniciadores permite diferenciar as espécies de plasmódios que infectam o homem. A abordagem 

metodológica inicial incluiu avaliar o desempenho destes protocolos frente a um painel de 

amostras de campo, cujas parasitemias detectadas pela microscopia óptica variaram de 0 a >1000 

parasitas/µL de sangue. 

Os resultados permitiram concluir que tanto a Nested-PCR quanto a PCR em Tempo Real 

tiveram igual desempenho, não sendo detectada diferença estatisticamente significativa de 

sensibilidade e especificidade entre as técnicas testadas. Resultados semelhantes foram 
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encontrados por Shokoples et al. (2009), em um estudo realizado em laboratórios regionais de 

Alberta (Canadá), e por Perandin et al. (2004), em um estudo conduzido em serviços de saúde da 

Itália. Em ambos os estudos, foi demonstrado uma concordância de 100% entre a Nested-PCR e a 

PCR em Tempo Real. Além disso, as técnicas moleculares foram capazes de detectar infecções 

mistas não detectadas pela MO. Portanto, os resultados aqui apresentados concordam com 

aqueles descritos na literatura e confirmam o desempenho similiar em nossas condições, entre as 

técnicas de Nested-PCR e PCR em Tempo Real. 

Apesar da concordância entre as técnicas moleculares, a sensibilidade das mesmas foi 

inferior a da MO, quando as parasitemias foram menores que 300 parasitas/µL de sangue. Existe 

a possibilidade dos resultados positivos na MO serem falso-positivos, entretanto, este não parece 

ser o caso, já que os microscopistas que avaliaram as lâminas possuíam uma experiência média 

de 20 anos no diagnóstico microscópico de malária humana. Portanto, considerou-se os 

resultados negativos na PCR como falso-negativos. 

A princípio, os resultados aqui encontrados, de baixa sensibilidade da PCR, parecem 

discordar da literatura, já que a maior parte dos estudos relata protocolos de PCR com limite de 

detecção menor que 1 parasita/µL de sangue (Perandin et al., 2004; Veron, Simon & Carme, 

2009). Porém, a maior parte dos estudos publicados avaliou a sensibilidade das técnicas 

moleculares por meio de curvas de titulação a partir de sangue de cultivo de P. falciparum e/ou 

plasmídeos contendo o gene 18 S. Como exemplo, pode-se citar o trabalho de Gama e 

colaboradores (2007), onde os autores descreveram um protocolo de PCR em Tempo Real capaz 

de detectar baixas cargas parasitárias (até 0.5 parasita/µL de sangue). No entanto, os autores 

utilizaram 33 amostras de pacientes de área endêmica sem descrição da carga parasitária e todas 

as curvas de quantificação foram feitas a partir de sangue de cultivo. De fato, na nossa 

experiência, DNA proveniente de cultivo e/ou DNA de plasmidial funcionam excepcionalmente 

bem na PCR, sendo capaz de detectar produtos correspondentes a <1 parasita/µL de sangue 

(Cardoso & Madureira, dados não publicados). Ainda na experiência do grupo, a PCR a partir de 

diluição de sangue de pacientes com altas parasitemias também permite inferir sobre uma 

positividade <5 parasitas/µL de sangue, limite de detecção da MO. Portanto, no presente 

trabalho, optou-se por utilizar amostras de campo com parasitemias variando de 0 a >1000 

parasitas/µL de sangue.  

Poucos tem sido os trabalhos que avaliaram comparativamente o desempenho da PCR em 

função da densidade parasitária. De fato, Singh et al. (1996) relataram uma baixa sensibilidade da 
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Nested-PCR em baixas parasitemias, sendo que 2 amostras com parasitemia menor que 50 

parasitas/µL de sangue não foram amplificadas pelo diagnóstico molecular. O achado mais 

significante foi observado por Coleman e colaboradores (2006), na Tailândia. Estes autores 

observaram que a Nested-PCR, em parasitemias menores que 100 parasitas/µL de sangue foi 

capaz de detectar apenas 20% das infecções maláricas confirmadas pela MO, resultando com isso 

em um número considerável de resultados falso-negativos. Esses trabalhos reforçam os resultados 

aqui obtidos, onde as baixas parasitemias das amostras de campo podem ser um fator limitante 

para a sensibilidade da PCR. 

 
 

6.2  Desempenho da Nested-PCR a partir de amostras de sangue coletadas em sangue total 

e em papel de filtro 

A estocagem e o transporte das amostras de sangue de remotas regiões endêmicas para os 

laboratórios centrais têm sido um problema para muitos estudos epidemiológicos de malária, 

particularmente os que utilizam a extração de DNA para os ensaios de PCR. A fim de suprir esta 

limitação, diversos autores têm buscado protocolos alternativos para preservar o DNA/RNA. 

Exemplos disso são as extrações de sangue a partir da lâmina de microscopia e também a partir 

de amostras de sangue em papel de filtro (Singh et al., 1996; Chaorattanakawee et al., 2003; 

Bereczky et al., 2007; Mangold et al., 2005; Coleman et al., 2006; Menge et al., 2008; 

Khaminsou et al., 2008), incluindo no Brasil (Scopel et al., 2004; Costa et al., 2008). Devido a 

praticidade da extração pelo papel de filtro, optou-se aqui por otimizar uma reação de PCR 

utilizando-se amostras de sangue coletadas em papel de filtro, o que poderia viabilizar o estudo 

de validação da PCR no serviço de referência de MG. 

Para avaliar o desempenho da PCR a partir da extração de sangue total ou em papel de 

filtro, escolheu se a Nested-PCR. Os motivos da escolha da Nested-PCR em relação ao PCR em 

Tempo Real foram: (i) desempenho igual entre as técnicas, (ii) no Brasil, o uso da PCR em 

Tempo Real para malária é ainda restrito, (iii) custo mais elevado do PCR em Tempo Real. 

Os resultados aqui obtidos mostraram que a Nested-PCR a partir de amostras extraídas em 

papel de filtro foi tão eficiente  (coeficiente kappa=1) quanto a extração mediante sangue total 

(Tabela 11). Além disso, não houve diferença de sensibilidade utilizando-se diferentes volumes 

de sangue, sendo que a PCR detectou, com igual sensibilidade, volumes de 30 ou 60µL de sangue 

(Tabela 12). Atribui-se o sucesso da extração a partir de papel de filtro a um kit de extração 

específico para amostras em papel de filtro. 
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Outra vantagem da técnica aqui validada foi em relação ao tipo de papel de filtro. Foi 

utilizado o papel de filtro xaroposo que apresenta custo bastante reduzido (R$27,00, pacote com 

50 folhas). Em contrapartida, um pacote de cem círculos do papel de filtro FTA Classic Cards 

(Whatman, England) custa aproximadamente R$1.305,00. Apesar disso, em um experimento 

preliminar, foram realizadas curvas de diluição seriada a partir de DNA de cultivo de P. 

falciparum, variando de 0.1 a 10000 parasitas/µL, onde foi possível demonstrar sensibilidade 

similar entre os papéis de filtro comum e Whatman (dados não mostrados). 

Os resultados deste trabalho são importantes, pois optimizar uma técnica de PCR a partir de 

amostras de sangue coletadas em papel de filtro é de grande aplicabilidade para pesquisas 

epidemiológicas. A aplicabilidade dos resultados obtidos é particularmente importante para nosso 

grupo de pesquisa, que realiza diversos trabalhos na área endêmica do país e tem enfrentado 

problemas em relação à estocagem e transporte das amostras de sangue. 

 Como era de se esperar, apesar da validação das amostras em papel de filtro ter sido 

optimizada com sucesso, também houve menor sensibilidade da técnica para baixas parasitemias. 

A Nested-PCR não foi capaz de detectar 3 amostras positivas na MO, todas elas abaixo de 300 

parasitas/µL de sangue (Tabela 10) . Em contrapartida, a PCR foi capaz de detectar uma infecção 

mista em todos os protocolos de extração, que não fora detectada pela microscopia óptica (Tabela 

12). De fato, uma grande vantagem da PCR é a detecção de infecções mistas, como já descrito 

por outros autores (Perandin et al., 2004; Graffeo et al., 2008 e Shokoples et al., 2009) e 

inclusive no Brasil (Costa et al., 2008)  

 
 
 
6.3  Avaliação da Nested-PCR em Serviços de Saúde de Referência de Minas Gerais 
  

A técnica de PCR foi utilizada como ferramenta auxiliar em Serviços de Saúde de Minas 

Gerais, referência para o diagnóstico laboratorial de malária. Tal ferramenta foi utilizada para o 

diagnóstico de infecção malárica, bem como no acompanhamento de cura dos indivíduos. Os 

resultados demonstraram uma concordância total entre os resultados obtidos pela PCR com 

relação a MO, inclusive no que se refere à espécie de plasmódio envolvida na infecção. Devido à 

característica peculiar deste grupo de pacientes, as baixas parasitemias não foram frequentes. De 

fato, entre os indivíduos positivos pela MO (n=22), mais de 70% apresentaram parasitemias 

acima de 300 parasitas/µL de sangue. Isto ocorreu porque estes indivíduos se infectaram nas 

áreas endêmicas e procuram tardiamente os serviços de saúde de Minas Gerais (área não 
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endêmica). Concordando com esta hipótese, o período médio desde o início dos sintomas até o 

diagnóstico destes pacientes foi de 13 dias, sendo que em alguns o diagnóstico foi realizado 3 ou 

6 meses após o início dos sintomas. Consequentemente, dois pacientes infectados por P. 

falciparum evoluíram para óbito, sendo que em um deles o diagnóstico foi “post-mortem”. 

Felizmente, a espécie predominante deste grupo foi o P. vivax, que é menos patogênica que o P. 

falciparum, evitando, dessa forma, outras mortes.  

A letalidade observada no decorrer do estudo (2/22) reforça a importância da malária 

importada na região extra-amazônica, cuja letalidade continua superior a da região Amazônica. 

Como exemplo, a letalidade da malária em Minas Gerais no ano de 2006 foi de 0.7, enquanto na 

região Amazônica foi de 0.02 (SINAN, 2009). A inexperiência dos profissionais da saúde de 

áreas não endêmicas, que geralmente não incluem suspeita clínica de malária em casos febris de 

etiologia desconhecida, deve ser levada em consideração nas medidas do Programa de Controle 

da malária no Brasil. 

 Dos 22 indivíduos diagnosticados com malária, 13 retornaram para o acompanhamento de 

cura (Tabela 6). Em 11(85%) foi observada concordância da PCR em relação à microscopia 

óptica. No entanto, em dois pacientes (MG2 e MG3) a PCR permaneceu positiva enquanto a MO 

já havia negativado (Figura 3). Como esses pacientes foram considerados curados da infecção 

malárica, considerou-se que a MO detectou a cura precocemente. De fato, o resultado de uma 

PCR positiva ainda é questionado, pois a detecção de DNA do parasito não necessariamente 

significa DNA viável. Na comunidade científica, o significado de uma PCR positiva tem sido 

assunto de debate e, recentemente, em um encontro realizado no Brasil sobre malária 

assintomática, não se chegou a um consenso (44º Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina 

Tropical, Porto Alegre, 4 a 7 de março de 2008). Portanto, apesar da Nested-PCR ter sido 

validada nos serviços de saúde de Minas Gerais, fazem-se necessários estudos multicêntricos 

futuros para avaliar o significado de uma PCR positiva, tanto do ponto de vista do indivíduo, da 

comunidade (controle) e dos hemocentros. 
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7  Conclusões 

 

 

Os resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes conclusões: 

  

 

O desempenho da Nested-PCR é similar ao da PCR em Tempo Real; 

 

Em amostras de campo, a sensibilidade das técnicas de PCR está diretamente relacionada à 

densidade parasitária; 

 

A PCR realizada com DNA extraído de sangue total estocado em papel de filtro é adequada aos 

trabalhos de campo, sendo a técnica de escolha pela simplicidade de armazenamento e facilidade 

de transporte das amostras;                                                                                                                                     

 
A PCR teve igual desempenho frente a Microscopia Óptica nos Serviços de Saúde de Minas 

Gerais, entretanto, a MO parece ser mais viável para o acompanhamento de cura. 
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8  Anexo: Carta de Aceite do Comitê de Ética 
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