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RESUMO 
 
 
 A malária é um problema de saúde pública na região Amazônica, mais de 200 
mil casos dessa doença ocorrem anualmente no Amazonas, sendo 80% deles 
causados pelo P. vivax, que vem apresentando índices crescentes de morbidade, 
principalmente associados à diminuição da sensibilidade aos antimaláricos. Dentre 
as estratégias para combate e controle da doença, a identificação rápida e precisa 
da espécie é ferramenta indispensável para um tratamento apropriado, diminuição 
do risco de transmissão e melhor entendimento da epidemiologia desses parasitas. 
A técnica microscópica da gota espessa é a principal para diagnóstico da malária, 
entretanto, outros métodos vêm sendo testados, principalmente os moleculares que 
tem se mostrado mais sensíveis e específicos para detectar e diferenciar as 
espécies em baixas parasitemias. Avanços desse método, como a PCR em tempo 
real, permitem que o resultado do teste seja detectado simultaneamente a 
amplificação, diminuindo o tempo gasto para a realização do diagnóstico. Com o 
intuito de detectar molecularmente a malária, verificando a presença de plasmódios, 
o diagnóstico molecular foi realizado através das técnicas de PCR em tempo real e 
nested-PCR, para se fazer uma comparação desses dois métodos com o 
diagnóstico microscópico da gota espessa em 300 amostras criopreservadas, 200 
coletadas no dia inicial do tratamento (D0), das quais 88% (176/200) eram 
provenientes de pacientes de Manaus, as 24 amostras restantes (12%) eram 
provenientes de localidades do interior do Amazonas: São Gabriel da Cachoeira 
(09), Tefé (08), Humaitá (04) e Careiro (03). Apenas 9% dessas amostras tinham 
diagnóstico microscópico de monoinfecção por P. falciparum e 91% (182/200) por P. 
vivax, não havia nenhuma amostra mista pelo diagnóstico microscópico. O 
diagnóstico molecular por nested-PCR confirmou a presença de DNA de plasmódio 
em 100% das amostras monoinfectadas. Adicionalmente, foram observadas 
infecções mistas, co-infecção de P. falciparum e P. vivax, em 19% (38/200) destas 
amostras. O diagnóstico molecular por PCR em tempo real (Lightcycler, Roche®) foi 
realizado em apenas 17% (34/200) dessas amostras. A co-positividade 
(sensibilidade) dos testes para P. vivax foi em média 71% e a co-negatividade 
(especificidade) 92%, para P. falciparum a co-positividade foi 91% e a co-
negatividade 79%. A concordância entre os testes foi regular. As 100 amostras 
restantes haviam sido coletadas no sétimo dia (D7) de tratamento e eram negativas 
pela microscopia. O diagnóstico molecular demonstrou 21% de positividade. Este 
estudo mostrou que muitas infecções mistas vêm sendo subestimadas para fins de 
avaliação epidemiológica, demonstrando que a sensibilidade e especificidade do 
diagnóstico molecular são superiores a do teste microscópico. O diagnóstico 
molecular seria então mais indicado como teste complementar no diagnóstico de 
pacientes com baixas parasitemias, na análise da quantidade de portadores 
assintomáticos, em estudo de infecções criptônicas e na avaliação da negativação 
da parasitemia para monitoramento terapêutico, e em estudos que visem a 
diminuição da transmissão pela existência de prováveis gametócitos persistentes 
após o tratamento. Entretanto, esse método não é indicado para rotina de 
diagnóstico de malária, uma vez que os resultados positivos por essa técnica não 
significam necessariamente que o paciente desenvolva a doença.  
 
Palavras chave: Malária, Diagnóstico, Nested-PCR, PCR em tempo real. 



ABSTRACT 

The malaria is a problem of public health in the Amazon area, more than 200 
thousand cases of that disease happens annually in Amazonas, being 80% of them 
caused by Plasmodium vivax, which is presenting growing indexes of morbidity, 
mainly associated to the decrease of the sensibility to the antimalarial treatment. 
Among the strategies for combat and control of the disease, the fast and needs 
identification the species is indispensable tool for an appropriate treatment, decrease 
of the transmission risk and better understanding of the epidemiology of these 
parasites. The microscopic technique of the thick smear is the main for diagnosis of 
the malaria, however, other methods have been tested, mainly the molecular ones 
that has been showing more sensitive and specific to detect and to differentiate the 
species in low parasitaemias. Progresses of that method, like real time PCR, allow 
the result of the test to be detected the amplification simultaneously, reducing the 
time spend in the diagnosis. With the intention of detecting the malaria, verifying the 
Plasmodium sp presence, the molecular diagnosis was accomplished through the 
techniques of PCR in real time and nested-PCR, to do a comparison of the two 
methods with the microscopic diagnosis of the thick smear in 300 samples preserved 
in the freezer, 200 collected in the initial day of the treatment (D0), of the which 88% 
(176/200) were coming of patients from Manaus, the 24 remaining samples (12%) 
were from places of the interior of Amazonas: São Gabriel Cachoeira (09), Tefé (08), 
Humaitá (04) and Careiro (03). Only 9% of those samples had microscopic diagnosis 
of infected by only parasite species P. falciparum and 91% (182/200) for P. vivax, 
there was non mixed sample for the microscopic diagnosis. The molecular diagnosis 
for nested-PCR confirmed the presence of Plasmodium sp DNA in 100% of the 
samples. Mixed infections, co-infection of P. falciparum and P. vivax were observed, 
in 19% (38/200) of these samples. The molecular diagnosis for real time PCR 
(Lightcycler, Roche®) was accomplished in only 17% (34/200) the samples. The co-
positivity (sensibility) of the tests for P. vivax was 71% and the on average co-
negativity (specificity) 92%, for P. falciparum the co-positivity it was 91% and the co-
negativity 79%. The agreement among the tests went to regulate. The 100 remaining 
samples had been collected in the seventh day (D7) of treatment and they were 
negative for the microscopy. The molecular diagnosis demonstrated 21% of positivity. 
This study showed that many mixed infections have been underestimated for ends of 
epidemic evaluation, demonstrating that the sensibility and specificity of the 
molecular diagnosis are superior to the microscopic test. The molecular diagnosis 
would be more suitable as complemental test in the patients diagnosis with low 
parasitemias, in the analysis of the amount of bearers asymptomatic, in study of 
cryptic infections and in the evaluation of the clareance of the parasitemia for 
monitoring therapeutic, and in studies that seek the decrease of the transmission for 
the existence of possible persistent gametocyte after the treatment. However, this 
method is not indicated for routine of malaria diagnosis, once the positive results for 
that technique don't necessarily mean that the patient develops the disease.    

Key Words: Malaria, Diagnosis, Nested-PCR, real time PCR. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Malária - Aspectos Gerais 

 

A malária é uma doença infecciosa, não-contagiosa, com manifestações de caráter 

agudo. É também chamada paludismo, febre palustre, febre terçã, febre quartã, impaludismo, 

maleita ou sezão. Conhecida desde a antiguidade, está amplamente distribuída, sendo a 

doença parasitária que mais acomete o homem e é considerada fator limitante para o 

crescimento demográfico, econômico e cultural (MENDIS et al., 2001; FERREIRA, 2004). 

 Em 1880, o médico francês Alphonse Laveran observou parasitas dentro das 

hemácias de pacientes febris. Esses parasitas são hoje conhecidos como pertencentes ao 

gênero Plasmodium. Na sistemática zoológica, os mesmos são classificados no filo Protozoa, 

classe Sporozoa e família Plasmodidae. Existem mais de cem espécies de Plasmodium 

conhecidas.  Destas, apenas quatro parasitam o homem preferencialmente: P. malariae, 

LAVERAN, 1881; P. vivax, GRASSI; FELETTI, 1890; P. falciparum, WELCH, 1897 e P. 

ovale, STEPHENS, 1922 (FEREIRA, 2004; SUH; KAIN; KEYSTONE, 2004).  

Em 1898, Ronald Ross percebeu o desenvolvimento de oocistos na parede do 

estômago de mosquitos Anopheles, confirmando que a transmissão da doença ao homem se dá 

por esse vetor invertebrado. Estes mosquitos têm maior atividade durante a noite, do 

crepúsculo ao amanhecer, e geralmente fazem repasto sanguíneo no interior das habitações. 

Recentemente foi possível verificar a importância da transmissão da malária por diversas 

espécies de anofelinos nas Américas. Dentre as diversas espécies encontradas na Amazônia, o 

A. darlingi apresenta-se como o principal vetor com relevância epidemiológica (CIVES, 

2006; NEVES, 1998; TADEI; DUTARY-THATCHER, 2000).  

 



 

 

1.2 Epidemiologia 

 

A malária encontra-se amplamente distribuída nas regiões tropicais e subtropicais 

(figura 1) e representa uma das mais importantes causas de morbidade e mortalidade em 

regiões endêmicas, tais como a África, Ásia, América do Sul, Caribe, Europa Oriental e 

Oceania. Mais de cem países, cerca de 40% da população mundial, estão expostos ao risco de 

transmissão. Anualmente, 90% dos casos ocorrem no continente africano, onde trezentos a 

quinhentos milhões de pessoas são infectadas e cerca de 1,5 a 2,7 milhões morrem em 

conseqüência da doença. (CIVES, 2006; MINISTÉRIO DA SAÚDE/SVS, 2004; 

OPAS/OMS, 1998; SUH; KAIN; KEYSTONE, 2004).  

   Figura 1: Distribuição mundial dos casos de malária. 
   Fonte: Adaptado de ROLL BACK MALARIA (2003). 

 

Nas Américas, aproximadamente 75% dos casos de malária ocorrem na bacia 

Amazônica. A Amazônia Legal Brasileira, que corresponde aos estados do Acre, Amapá, 

Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins, é responsável por 

mais de 99% do total de casos relatados no país, sendo a maioria das notificações realizada 

em áreas mais afastadas dos centros urbanos. Em 2001, apenas 11,9% do total de casos 

Área não endêm ica
Área  hipoendêm ica
Área hiperendêm ica



 

 

corresponderam a infecções adquiridas em áreas urbanas (CIVES, 2006; FUNASA, 2002; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE/SVS, 2004;).  

O risco de aquisição da doença não é uniforme, mesmo em área endêmica e pode 

sofrer variações com as estações do ano e ao longo do tempo, influenciado principalmente 

pelas alterações climáticas, medidas de controle da doença e combate aos mosquitos. Este 

risco é medido pela Incidência Parasitária Anual (IPA), correspondendo à quantidade de 

lâminas positivas dividido pela população sob risco e multiplicado por uma constante (1.000) 

(CIVES, 2006; MINISTÉRIO DA SAÚDE/SVS, 2004). A Amazônia Legal Brasileira 

apresenta zonas com diferentes índices de risco parasitário, como mostra a figura 2. 

 

 Figura 2: Áreas de risco para malária no Brasil segundo IPA – 2004. 
Fonte: CGPNCM/SVS/Ministério da Saúde. 
 

Nos Estados fora da Região Amazônica, o risco de transmissão autóctone é 

praticamente inexistente e a quase totalidade dos casos de malária registrados são importados 

da Amazônia Legal ou de outros países, principalmente da África. Como, em geral, não é 

possível eliminar os Anopheles dessas áreas onde a transmissão da malária já foi controlada, 



 

 

eventualmente existe o risco de ocorrer a reintrodução da malária advinda de casos 

importados da doença (CIVES, 2006; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2005).  

Por esse motivo, nos últimos anos foram implantadas medidas de controle e combate à 

doença na Região Amazônica, como o Plano de Intensificação das Ações de Controle da 

Malária (PIACM), lançado pelo Ministério da Saúde em julho de 2000, com o intuito de 

reduzir em 50% os casos da doença até o final de 2001.  A estratégia visava a uma melhora 

política, com estruturação dos sistemas locais de saúde: diagnóstico e tratamento precoce; 

educação em saúde; mobilização social; capitação de recursos humanos; e ações 

interinstitucionais. O PIACM alcançou uma redução de até 50,2% na incidência da malária, 

mas não de forma homogênea, em todos os estados da Amazônia Legal (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2004).  

No intuito de manter os avanços já alcançados com o PIACM, atualmente o Ministério 

da Saúde vem mantendo uma política permanente para prevenção e controle da endemia, por 

intermédio do Programa Nacional de Controle da Malária (PNCM). Em 2001, o RAVREDA-

Rede Amazônica de Vigilância da Resistência às Drogas - foi criado no sentido de diminuir a 

morbidade e a mortalidade causadas pela malária. Com vistas a subsidiar o controle da 

doença, o RAVREDA tem o objetivo de monitorar a resistência às drogas antimaláricas em 

toda Região Amazônica, avaliando a suscetibilidade dos parasitas aos medicamentos, sendo 

coordenado pela Organização Pan-Americana da Saúde, OPAS (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2005).  

No ano de 2004 foram notificados 149.504 casos positivos de malária no Estado do 

Amazonas, sendo 118.519 causados pelo P.vivax, 29.619 pelo P. falciparum e apenas 1.366 

casos eram malária mista, com infecção pelas duas espécies. O município de Manaus 

contribuiu com 55.851 dos casos, dos quais 45.701(82%) causados pelo P.vivax. Dentre os 

municípios do interior do estado com maior número de notificações de casos de malária, 



 

 

podemos citar Tefé com 3.364 casos de malária, Humaitá com 2.630 casos e São Gabriel da 

Cachoeira com 1.934 casos (FMTAM, 2005; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006).  

Em 2005 foram diagnosticados 601.264 casos em toda região Amazônica, registrando 

aumento de 30% em relação a 2004.  No estado do Amazonas foram relatados 221.233 casos, 

um aumento de 48% do total de casos de 2004. Manaus contribuiu com 80.009 dos casos, 

aproximadamente 36% do total dos casos de todo o estado. O atendimento na cidade de 

Manaus é descentralizado, contando com o serviço de 106 postos de atendimento, sendo a 

Fundação de Medicina Tropical do Amazonas (FMTAM) o centro de referência de assistência 

ao paciente de malária e responsável por cerca de 25% dos atendimentos de pacientes de 

Manaus. 

Nos seis primeiros meses de 2006 houve uma redução no número de casos de malária 

em relação ao mesmo período de 2005. Em todo o Brasil foram diagnosticados 230.103 casos 

de malária (18% de redução). O estado do Amazonas contribuiu com 69.325 desses casos 

(redução de 35%) e os 17.220 casos relatados em Manaus (43% de redução) representaram 

25% de todos os casos do Estado (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006). 

Apesar dos expressivos resultados obtidos com as ações de controle, os mesmos não 

têm sido suficientes para interromper a transmissão da doença na Região Amazônica devido, 

principalmente às condições climáticas, ao padrão de ocupação territorial, às características 

das habitações e ao grau de desenvolvimento socioeconômico da população. Os principais 

obstáculos que dificultam as operações de combate e controle da doença têm sido a grande 

extensão territorial, com regiões de difícil acesso, intenso processo migratório de grupos 

populacionais não-imunes e habitações rudimentares (projetos agropecuários, colonização e 

mineração). A questão do clima é fator favorável à proliferação do mosquito, vetor da doença 

(ALECRIM, 1981; ALECRIM et al., 1999; ALVES et al., 2002; DEANE, 1985; FMT-AM, 

2000; MARQUES;GUTIERREZ, 1994). 



 

 

 

1.3 Ciclo Biológico do Plasmodium 

 

O ciclo biológico do Plasmodium é metaxênico, do tipo assexuado no hospedeiro 

vertebrado (homem) e sexuado no hospedeiro invertebrado (fêmeas do mosquito do gênero 

Anopheles), conforme demonstrado na figura 3. O ciclo sexuado inicia-se quando a fêmea do 

vetor alimenta-se de sangue infectado com gametócitos machos (micro) e fêmeas (macro). Os 

macro e microgametas, uma vez diferenciados, iniciam o processo de fertilização, produzindo 

um zigoto e posteriormente uma forma invasiva, o oocineto, que pode movimentar-se e 

migrar para a parede do estômago do mosquito, transformando-se em oocisto. Este se 

diferencia e sofre divisões mitóticas (esporogonia) produzindo milhares de esporozoítos que 

migram para as glândulas salivares do mosquito. 
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Figura 3: Ciclo biológico do Plasmodium sp.  
Fonte: Adaptado de Center for Diseases Control and Prevention (2004). 
 

No momento do novo repasto sangüíneo ocorre a inoculação dos esporozoítos no 

sangue do hospedeiro vertebrado. Uma vez inoculados, os esporozoítos deixam rapidamente o 



 

 

tecido subcutâneo e caem na corrente sangüínea seguindo diretamente para o fígado. Estas 

formas desaparecem da circulação sanguínea num período de 30 minutos (FERREIRA, 2004; 

SHERMAN, 1998). 

O desenvolvimento parasitário nas células do fígado requer aproximadamente uma 

semana para o Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax. Dentro dos hepatócitos, por um 

processo assexuado de divisão celular (esquizogonia tecidual), os parasitas se diferenciam em 

esquizontes teciduais, os quais rompem os hepatócitos quando maduros, liberando milhares de 

merozoítos na circulação sanguínea, iniciando-se o ciclo eritrocítico. O P. vivax tem mais 

afinidade por moléculas presentes na superfície dos reticulócitos sangüíneos. Em infecções 

causadas por esta espécie parasitária, alguns dos parasitas podem permanecer em estado de 

latência no hepatócito por meses ou anos e são denominados hipnozoítos. Estas formas são 

responsáveis por recaídas tardias de malária vivax (FUNASA, 2001; KROTOSKI, 1985).  

Durante o ciclo eritrocítico, os merozoítos invadem as hemácias e diferenciam-se em 

trofozoítos jovens. A invasão depende da interação entre moléculas presentes na membrana 

do parasito e receptores específicos na superfície do eritrócito. Após a maturação dos 

trofozoítos, estes passam por esquizogonia eritrocítica, formando esquizontes maduros que 

acabam por romper as células infectadas e liberam no sangue novos merozoítos capazes de 

infectar outras hemácias (FERREIRA, 2004). 

A periodicidade da esquizogonia sanguínea é variável de acordo com a espécie de 

plasmódio. Para o P. vivax e P. falciparum são necessárias 48 horas. Nessa parte do ciclo é 

que os sintomas da doença geralmente aparecem. Após um período de replicação assexuada, 

alguns merozoítos, em vez de trofozoítos jovens, diferenciam-se em gametócitos machos e 

fêmeas, que amadurecem e tornam-se as formas infectantes ao mosquito. Esse processo de 

maturação sexual é chamado de gametocitogênese, e nos plasmódios ainda não está 

totalmente esclarecido (NEVES, 1998; TALMAN et al., 2004). 



 

 

 

1.3.1 Plasmodium - Características espécie-específica  

A infecção por P. vivax acarreta em evolução clínica predominantemente menos grave, 

raramente é letal, denominada febre terçã benigna (NEVES, 1998). A malária causada por P. 

vivax é responsável por 70-80 milhões de casos por ano em todo mundo. Em alguns locais 

endêmicos como o Brasil, a porcentagem dos casos causados por este parasita é 

aproximadamente 80%. Contudo, as infecções por essa espécie apresentam crescente 

importância como causa de morbidade e de perdas socioeconômicas nas localidades onde a 

transmissão se mantém de forma endêmica (MENDIS et al., 2001).  

As infecções causadas pelo P. falciparum apresentam maior morbidade e mortalidade 

e, na atualidade, são consideradas como um grave problema de saúde pública em diferentes 

regiões endêmicas. Apesar de a malária grave ser atribuída principalmente às infecções 

causadas pelo P. falciparum, nos últimos anos casos graves em pacientes com infecção pelo 

P. vivax têm sido observados na Amazônia Brasileira. Estudos realizados pelos pesquisadores 

da Gerência de Malária da FMTAM evidenciaram o aumento da morbidade das infecções 

causadas por P. vivax (ALECRIM, 1981; ALECRIM et al., 1999; ALECRIM, 2000; 

ALEXANDRE, 2004; LACERDA et al., 2004; SIMÕES, 2005). 

A identificação correta da espécie de parasita causador da malária é de extrema 

importância para o tratamento da doença. Infecções por P. falciparum, por exemplo, causam 

um tipo mais severo da doença e podem ser letais, necessitando de um tratamento mais 

cauteloso. Já os P. vivax e P. ovale apresentam formas que ficam em latência nos hepatócitos, 

os hipnozoítos, podendo causar recaídas caso o tratamento não seja efetuado de forma correta 

(HANSCHEID, 1999).  

Para confirmação diagnóstica é importante identificar os tipos de formas parasitárias 

que se encontram na amostra, saber relacionar a fase do ciclo em que o parasito se encontra 



 

 

com as informações clínicas do paciente. O achado de gametócitos no sangue do paciente, por 

exemplo, pode indicar infecções ativas, caso não tenha ocorrido nenhum tipo de tratamento da 

doença ou infecções persistentes, com indícios de resistência dos parasitas à droga e/ou falha 

do tratamento por algum outro motivo (HANSCHEID, 1999). O atraso no diagnóstico e no 

tratamento é decisivo para a disseminação das espécies de plasmódios e manutenção da 

transmissão da doença.   

  

1.4 Diagnóstico da doença 

 

A forma diagnóstica mais utilizada para pesquisa de parasitas da malária no sangue é a 

microscopia. O material utilizado nesse exame é o sangue obtido da punção digital. O teste 

pode ser realizado, de duas maneiras, em lâminas de vidro: na forma de esfregaço sanguíneo 

ou na forma de gota espessa, corados com Giemsa pela coloração de Walker ou pela 

coloração de Field’s (WARHURST; WILLIAMS, 1996). O exame por meio da gota espessa é 

usado para detectar a presença dos parasitas no sangue, enquanto o da forma de esfregaço é 

mais indicado para determinação da morfologia e caracterização da espécie. 

Aproximadamente cem campos examinados pela gota espessa correspondem a 0,25L de 

sangue, enquanto que pelo esfregaço correspondem apenas a 0,005L (HANSCHEID, 1999).  

Outro teste microscópico para diagnóstico da malária é realizado utilizando 

fluorescência com afinidade para ácidos nucléicos dos parasitas. O QBC (Quantitative Buffy 

Coat) é um desses testes que visualiza os parasitas em capilares centrifugados. Esse teste é 

recomendado para triagem em banco de sangue, entretanto, pode também ser usado na rotina 

laboratorial assistencial. O fluorocromo utilizado nesse teste é o laranja de acridina que 

embora tenha uma intensa fluorescência, não é específico apenas para os parasitas, pois cora 

todos os tipos de ácidos nucléicos. Além disso, requer equipamentos específicos como 



 

 

microscópio de fluorescência e centrifugador de capilar, o que torna seu custo mais elevado 

do que os testes microscópicos normais de rotina. Esse tipo de exame pode ser realizado 

rapidamente, todavia, requer profissionais experientes (MOODY, 2002).  

Métodos alternativos de diagnósticos para malária por imunocromatografia foram 

criados na última década, no intuito de melhorar a sensibilidade dos exames laboratoriais. 

Esses métodos são baseados na captura de anticorpos monoclonais para antígenos parasitários 

específicos dos plasmódios, com melhor especificidade para a espécie de P. falciparum 

(MURRAY et al., 2003). O Ministério da Saúde está avaliando alguns desses métodos de 

imunodiagnóstico para que sejam usados no controle da malária em situações especiais 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2004). 

Alguns métodos imunocromatográficos baseiam-se na detecção de anticorpos para a 

proteína rica em histidina II, principalmente quando a infecção é causada pela espécie de P. 

falciparum. Outros métodos detectam anticorpos de isoformas de enzimas lactato 

desidrogenase (pLDH) que podem ocorrer nas quatro espécies que infectam humanos. 

Embora alguns desses métodos apresentem sensibilidade melhor que a do diagnóstico 

microscópico, em alguns casos o mesmo não acontece com a mesma especificidade 

(ARCANJO, 2004; MOODY, 2002; NDAO et al., 2004).  

O diagnóstico molecular para malária começou a ser testado em meados dos anos 80, 

com hibridização de sondas espécie específica em membrana de nitrocelulose. O gene de 

escolha para tais testes tem sido o que codifica a subunidade menor do RNA ribossomal 

(SSUrRNA) o qual está presente no genoma em multicópias e é conservado nas espécies. Por 

esses motivos, é altamente sensível para testes moleculares de diagnósticos. O primeiro 

diagnóstico para malária por meio de hibridização de sondas de oligonucleotídeos para o 

SSUrRNA foi testado em 1989, possibilitando a detecção  das quatro espécies de plasmódio. 



 

 

Entretanto, esse tipo de análise não é muito indicado pelo fato de usar a radioatividade 

(BARKER et al., 1986; LANAR et al., 1989). 

Outros tipos de diagnósticos moleculares para a malária por meio da amplificação do 

DNA do parasita vêm demonstrando maior sensibilidade e específicidade em relação aos 

métodos microscópicos e imunológicos. No entanto, os custos são mais elevados e há a 

necessidade de uma infra-estrutura apropriada (ALI et al., 2005; HANSCHEID, 1999; 

HANSCHEID et al., 2002; DI SANTI et al., 2004; FABRE et al., 2004; KIMURA et al., 

1995, 1997; LEE et al., 2002; MORASSIN et al., 2002; NDAO et al., 2004; ROUGEMONT 

et al., 2004; SNOUNOU et al., 1993 a; TIRASOPHON et al., 1994; WHILEY et al., 2004).   

 

1.4.1 Gota espessa 

O diagnóstico microscópico por meio da gota espessa continua sendo padrão ouro para 

detectar a presença dos parasitas no sangue. Essa técnica permite a diferenciação e 

quantificação das espécies, sendo possível até a observação do estágio de evolução do 

parasito. Entretanto, seu limite de detecção é baixo, cerca de 50 parasitas/L, com níveis de 

98% de acerto na identificação das espécies, além de ser pouco sensível nos casos de algumas 

infecções mistas, quando se tem baixíssimas parasitemias de uma espécie em relação à outra. 

A qualificação dos profissionais que realizam o exame é de extrema importância para 

validade do diagnóstico nesses casos (COLEMAN et al., 2002; WARHURST ; WILLIAMS, 

1996). 

A distribuição do sangue na gota espessa pode gerar entre quinhentos a oitocentos 

campos microscópicos, entretanto, a visualização microscópica geralmente não ocorre em 

toda a extensão da lâmina. Alguns campos em que as células estão uniformemente 

distribuídas são escolhidos para serem visualizados. Na rotina da FMTAM, pelo menos cem 

campos uniformes devem ser examinados.  



 

 

A montagem correta da lâmina para os testes microscópicos é importante para que não 

haja falha no diagnóstico. A padronização da investigação e da quantificação da parasitemia 

do plasmódio por meio da gota espessa envolve vários fatores. Alguns exemplos podem ser 

citados como: a profundidade e distribuição do sangue sobre a lâmina, a qualidade da fixação 

desse material e o pH dos corantes usados para coloração das lâminas. Outros fatores 

relacionados à coleta do material, como o uso de alguns anticoagulantes (EDTA e heparina), 

podem alterar a conformação dos parasitas e com isso levar a erros do diagnóstico.  Além 

disso, falhas na coloração, como tempo incorreto, também podem levar a erros no diagnóstico 

microscópico (MILNE et al., 1994; WARHURST; WILLIAMS, 1996).   

O tempo utilizado no diagnóstico de malária por microscopia, em cada exame, é muito 

importante. Coleman e colaboradores (2002) realizaram um estudo com 585 indivíduos para 

avaliar os resultados obtidos pelos microscopistas no diagnóstico para malária de duas 

formas: durante cinco minutos por três microscopistas diferentes e durante vinte minutos por 

um microscopista com mais de 25 anos de experiência. A acurácia dos testes variou de acordo 

com a parasitemia.  

Os principais fatores que podem levar a erro no diagnóstico pela microscopia são: a 

baixa prevalência de parasitas na amostra, equipamentos inadequados, pouco tempo para 

avaliação das lâminas, somados à falta de experiência do profissional que realiza o exame e a 

falha na montagem da lâmina e/ou falha na coloração.  

Em países endêmicos em desenvolvimento, como o Brasil, o diagnóstico para malária 

é realizado principalmente pela técnica microscópica da gota espessa. Entretanto, outros tipos 

de diagnóstico vêm sendo testados para otimizar o tempo dos exames e garantir a qualidade 

dos resultados. Esses novos métodos contribuem para melhorar dados epidemiológicos 

detectando casos assintomáticos e/ou infecção com baixa prevalência de parasitas. Na 

gerência de malária da FMTAM foi realizado um estudo comparativo para o diagnóstico de 



 

 

malária entre os métodos da gota espessa x PCR, quando foram analisadas 344 amostras com 

35,7% de positividade pelo exame da Gota Espessa e 68,3% pela PCR, demonstrando a maior 

sensibilidade da técnica molecular (MANSO, 2004). 

 

1.4.2 Detecção molecular  

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é uma ferramenta molecular desenvolvida 

por Kary Mullis (1979), que consiste em uma reação de síntese de regiões específicas de 

DNA em ciclos repetidos de temperatura, onde a cada ciclo o número de fragmentos 

amplificados é duplicado, e, consequentemente, ao final de aproximadamente 30 ciclos a 

molécula inicial do DNA é amplificada bilhões de vezes. Por apresentar alta sensibilidade e 

especificidade para amplificar seqüências específicas de nucleotídeos das espécies, essa 

técnica vem sendo indicada para diagnóstico molecular de doenças infecciosas (ROSSETTI, 

2006).  

Desde 1993 que a técnica de PCR vem sendo utilizada em pesquisas de diagnóstico 

para malária.  Essa técnica foi aprimorada para criação de um método de diagnóstico capaz de 

diferenciar as quatro espécies através de duas reações seqüenciais de amplificação da 

seqüência do gene para subunidade menor do RNA ribossomal, conhecida como nested-PCR 

(aninhada), onde a primeira reação amplifica um segmento correspondente ao gênero 

Plasmodium e o seu amplicom é posteriormente usado como molde para uma segunda 

amplificação, específica para cada espécie (SNOUNOU et al., 1993 a, b).  

Em experimentos para comparar o diagnóstico molecular de malária por nested-PCR 

com a técnica microscópica da gota espessa, amostras infectadas com um único parasita por 

l de sangue foram amplificadas e demonstraram grande sensibilidade do método para 

detectar parasitas da malária. Os autores observaram que amostras de sangue examinadas 

através da gota espessa detectaram apenas monoinfecções pelos plasmódios, já pela técnica de 



 

 

diagnóstico por nested-PCR foram encontradas infecções mistas (TIRASOPHON et al., 

1994). 

Existe um polimorfismo no gene SSUrRNA para as quatro espécies de plasmódios, 

onde variações inter e intra-espécies podem ser observadas através da técnica de 

seqüenciamento. Em 1997, uma nova maneira de se realizar a técnica de nested-PCR foi 

desenvolvida incorporando quatro tipos de primers (iniciadores da reação) para a região 3’ da 

seqüência de DNA a ser amplificada e isso possibilitou a identificação das variantes de uma 

mesma espécie. Esse novo tipo de diagnóstico detectou as variantes de P. ovale e P. malariae 

que não haviam sido detectados pelo método de hibridização (KIMURA et al., 1997).  

Um estudo em vilarejos da África comparou resultados do diagnóstico para malária 

por microscopia convencional com resultados por PCR do tipo multiplex, que amplifica 

regiões de DNA de espécies diferentes de plasmódios no mesmo tubo e ao mesmo tempo. 

Esse trabalho demonstrou que a capacidade de detecção de amostras mistas continuava sendo 

melhor por esse tipo de PCR do que pela microscopia. Nesse estudo foram detectadas 11 

infecções mistas pela gota espessa, enquanto que pela PCR foram detectadas 44 infecções 

mistas (RUBIO et al., 1999).  

O uso da nested-PCR na rotina de diagnóstico para malária importada foi avaliado por 

Morassin e colaboradores (2002), em um centro hospitalar da França, durante o período de 

um ano. Foram avaliados 529 pacientes e os resultados demonstraram que a sensibilidade do 

teste foi boa, com 32 amostras positivas que tinham sido negativas para o teste do QBC, 

considerado mais sensível que o diagnóstico microscópico da gota espessa. Entretanto, o 

tempo para a realização do exame foi demorado (cerca de seis horas). Apesar da eficiência do 

diagnóstico molecular, os autores concluíram que esse tipo de teste é o mais indicado apenas 

como uma segunda linha de diagnóstico, em casos onde haja dificuldade de identificação da 



 

 

espécie, ou quando o diagnóstico microscópico é negativo, mas com indícios clínicos da 

doença.  

Ali e colaboradores, em 2005, conduziram um estudo no qual compararam a 

microscopia, a imunocromatografia e a nested-PCR para avaliar qual seria o melhor método 

de diagnóstico de malária para triagem de doadores para bancos de sangue. A PCR 

demonstrou ser a técnica mais sensível e específica e por isso seria o método mais indicado 

para diagnóstico de malária em bancos de sangue.  

O custo do diagnóstico de malária por nested-PCR é elevado e necessita de uma infra-

estrutura apropriada, que torna esse método inapropriado para o diagnóstico de rotina. 

Entretanto, em áreas endêmicas esse teste é apropriado para avaliar a qualidade do 

diagnóstico da gota espessa, sendo indicado, principalmente, para centros de referências de 

pesquisa da doença, assim como em bancos de sangue, unidades de transplantes e no caso de 

infecção nosocomial (DI SANTI et al., 2004).   

Contudo, o diagnóstico molecular pela nested-PCR tem contribuído imensamente para 

os estudos epidemiológicos de malária, sendo complementar à microscopia. Com esse exame 

é possível determinar uma incidência mais exata da doença, principalmente dos casos 

especiais de malária assintomática, pela presença de baixa parasitemia (AL SEROURI et al., 

2000), assim como a identificação de infecções mistas, nas quais as espécies se encontram em 

proporções discrepantes e apenas uma é visualizada na microscopia. Em 2003, na Tailândia, 

um estudo foi realizado para avaliar a utilização da nested-PCR, o qual demonstrou que essa 

técnica supera a microscopia na detecção da presença de infecções mistas e, por isso, é a mais 

indicada nos estudos epidemiológicos e para avaliação do tratamento (SIRIBAL et al., 2004). 

O diagnóstico molecular para malária vem se aperfeiçoando desde 1984, com a 

utilização de sonda por hibridização. Com o desenvolvimento da PCR, na década de 1980, 

houve grande avanço nos diagnósticos moleculares de infecções parasitárias, sendo a PCR, 



 

 

em tempo real, a metodologia mais avançada dos últimos dias. Entretanto, o uso do 

diagnóstico molecular para malária por PCR em tempo real parece estar restrito a grandes 

centros de pesquisas (BERRY et al., 2005).  

 

1.4.3 Diagnóstico molecular em tempo real 

O diagnóstico molecular de PCR em tempo real é um método que amplifica e visualiza 

simultaneamente os ácidos nucléicos. Nas pesquisas com Plasmodium sp, pode ser usada 

tanto para diagnóstico quanto para quantificação dos genomas dos parasitas (FABRE et al., 

2004; GINOCCHIO, 2004; LEE et al., 2002; ROUGEMONT et al., 2004). Atualmente essa 

técnica vem sendo utilizada para avaliação do uso de vacinas, medindo-se os estágios de vida 

do parasita nas diferentes fases do ciclo evolutivo e os níveis de expressão gênica 

(ANDREWS et al., 2005). Também pode ser usada para detecção de mutações, avaliação do 

perfil gênico e monitoramento de resistência dos parasitas aos antimaláricos (FARCAS et al., 

2006; WILSON et al., 2005).  

Os equipamentos de PCR em tempo real foram desenvolvidos com tecnologias 

adaptáveis às necessidades de cada tipo de estudo. As vantagens desses aparelhos estão 

diretamente relacionadas com o fato de dispensar manipulações com a amostra após a 

amplificação, tornando a técnica mais confiável e com menor risco de contaminação quando 

comparada a uma PCR convencional, cuja visualização do resultado é através de gel de 

agarose corado com brometo de etídeo (BELL; RANFORD-CARTWRIGHT, 2002; FABRE 

et al., 2004; ROUGEMONT et al., 2004).  

Durante a realização desse tipo de PCR há um contínuo monitoramento da 

amplificação do DNA ao longo da reação. Isso acontece porque se usa a fluorescência para 

marcar o DNA (figura 4), que é colocada junto com os reagentes da reação, permitindo 

observar os amplicons gerados em tempo real. O sistema de detecção do equipamento analisa 



 

 

e transfere os resultados da amplificação para um software na forma de curvas, possibilitando 

a análise da amplificação ao mesmo tempo em que ela está ocorrendo, de forma a 

disponibilizar os resultados mais rapidamente. 

 

 

Figura 4: Gráfico da detecção (por fluorescência) de uma monoinfecção por Plasmodium 
falciparum em um aparelho de PCR em tempo real.  

 

 

O uso da fluorescência na reação pode ocorrer de duas formas: 

a) Usando um intercalante do DNA para fitas duplas, conhecido como SYBR Green I 

(utilizado na reação da figura 4);  

b) Usando sondas de detecção específicas para uma seqüência, conhecidas 

comercialmente como sistema TaqMan, que permitem a detecção e quantificação de várias 

amostras ao mesmo tempo (multiplex) pela possibilidade de utilizarem sondas diferentes.  

Existem vantagens e desvantagens em ambas as formas de se usar a fluorescência. O 

SYBR Green I apresenta um custo mais baixo, porém, apresenta limitações quanto à 

especificidade da amplificação e, pelo fato de os intercalantes se ligarem a qualquer tipo de 



 

 

DNA, não podem ser realizadas reações do tipo multiplex. Esse tipo de problema pode ser 

contornado fazendo-se uma boa otimização das condições da reação e escolhendo primers que 

não formem dímeros (BELL; RANFORD-CARTWRIGHT, 2002). 

Já o sistema TaqMan  permite ser realizadas reações do tipo multiplex, uma vez que, 

sua especificidade é determinada pela seqüência da sonda, porém, apresenta um custo mais 

elevado. Esse sistema utiliza a atividade exonucleásica 5`3` da DNA polimerase, enzima 

responsável pela amplificação do DNA para liberar a fluorescência da sonda durante a reação 

(BELL ; RANFORD-CARTWRIGHT, 2002; KATAKAI et al., 2004; ROUGEMONT et al., 

2004).  

O método de diagnóstico para malária usando PCR em tempo real, baseada na 

tecnologia da TaqMan, com primers para SSUrRNA, demonstrou progresso no 

monitoramento de tratamentos anti-maláricos quando comparado à técnica microscópica. 

Ambos os testes podem ser usados para esse tipo de pesquisa, todavia, a sensibilidade desse 

método de PCR em tempo real foi maior (2x104 até 0,17 parasitas por L), sendo, portanto, 

mais eficaz, especialmente em situações onde há indícios de resistência dos parasitas aos 

medicamentos (LEE et al., 2002). O avanço de automação pode ajudar na rotina de 

diagnóstico, sendo mais vantajoso para o acompanhamento do tratamento aos finais de 

semana e durante a noite, por diminuir gastos com a equipe de microscopistas 

(ROUGEMONT et al., 2004). 

Um diagnóstico mais específico por meio de um multiplex quantitativo de PCR em 

tempo real foi desenvolvido com o intuito de resolver o problema da identificação e 

diferenciação das quatro espécies de Plasmodium sp em um mesmo experimento 

(ROUGEMONT et al., 2004). Nesse teste, a detecção da espécie ocorre em apenas três horas, 

sendo, portanto mais rápido que a nested PCR. Entretanto, por apresentar um elevado custo, 

esse tipo de teste não é indicado como primeira linha de diagnóstico, sendo indicado apenas 



 

 

em casos com alta suspeitas para malária e com teste microscópicos negativos, por haver 

baixas parasitemias ou quando a identificação da espécie é difícil por haver alterações 

morfológicas inespecíficas. 

Uma comparação da PCR em tempo real (SYBR Green I) para diagnóstico da malária 

com o PCR convencional foi realizada em 2004. Nesse caso, os primers utilizados para a 

identificação da espécie de P. falciparum eram semelhantes aos do gênero, por isso foi 

necessário a realização de duas reações seqüenciais para diferenciação das espécies. A 

sensibilidade dos dois métodos diagnósticos foi igual, entretanto, o tempo gasto para o 

diagnóstico por PCR em tempo real foi menor (duas horas) e eliminava o risco de 

contaminação por haver menos manipulação das amostras. A técnica de PCR em tempo real 

também demonstrou ser mais sensível que os métodos ópticos e mais específicos que os 

métodos imunológicos (FABRE et al., 2004). 

Com base nos experimentos de Monbrison e colaboradores (2003), que também 

utilizaram SYBR Green I na reação de PCR em tempo real para diagnóstico da malária, 

observou-se a existência de vantagens da reação de PCR em tempo real com relação a nested-

PCR. O tempo gasto nesse caso foi de aproximadamente uma hora, enquanto que na reação de 

nested-PCR foram gastas cerca de oito horas. A sensibilidade encontrada também foi alta 

variando de 3 até 30 parasitas/L, enquanto que na nested-PCR foi de aproximadamente 10 

parasitas/L (SNOUNOU et al., 1993b). Além disso, ainda existe menor risco de 

contaminações porque a amostra é manipulada uma única vez, enquanto que na nested-PCR 

são três manipulações. 

 

 

 

 



 

 

1.5 Diagnóstico molecular - aplicação epidemiológica 

 

Uma das estratégias para o controle da malária é a identificação rápida e precisa da 

infecção, que conseqüentemente pode levar a um tratamento mais apropriado e, quando 

realizado de forma correta, há uma diminuição do risco de transmissão da doença. Por esse 

motivo há muitas tentativas de se achar um método de diagnóstico que seja apropriado às 

condições específicas de cada local e modelo de estudo (ARCANJO, 2004; DI SANTI et al., 

2004; MANSO, 2004).  

Os primeiros dias da infecção por Plasmodium não costumam ser detectados pelos 

métodos convencionais de diagnóstico, visto que nesta fase o desenvolvimento dos parasitas 

ocorre no fígado. Além disso, o início do ciclo eritrocítico apresenta-se de forma 

assintomática (figura 5). Sendo assim, o provável paciente de malária só procura os serviços 

de saúde quando a doença se manifesta, ou seja, em sua fase sintomática. Nessa fase 

sintomática, o diagnóstico mais apropriado é o microscópico, com visualização dos parasitas 

existentes na circulação sanguínea. Por se tratar de um método barato e capaz de 

diferenciação das espécies visualmente, o teste microscópico da gota espessa é considerado o 

padrão-ouro para malária. 

Por outro lado, existem outros métodos que têm se mostrado mais sensíveis, 

principalmente na detecção dos parasitas na fase assintomática da infecção, como os métodos 

imunológicos (paciente com imunidade) (ARCANJO, 2004) e moleculares (ALI, et al., 2005). 

A figura cinco mostra que a área de detecção do Plasmodium por essas suas metodologias é 

maior que a área de detecção pela microscopia, sendo mais sensíveis e, portanto, mais 

eficazes para estudos epidemiológicos. 
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Figura 5: Gráfico da área de detecção da infecção por Plasmódio pelos testes mais utilizados 
no diagnóstico da malária. 

 

A fase sintomática da doença pode ser adiada por tempo variado e só se tornar 

sintomática depois de muito tempo (AL SOROURI, et al., 2000). A fase assintomática da 

infecção foi medida em pacientes residentes em uma área endêmica com amostras colhidas 

com freqüência de intervalo de três até 61 dias para cada paciente. Para o P. falciparum o 

período de replicação da espécie no estudo todo foi em média de 27 dias, sendo que a média 

de duração para crianças de quatro anos foi maior que 48 dias, e para crianças mais velhas e 

adultos a média ficou entre nove e quinze dias (o que é considerado padrão), demonstrando 

que o tempo necessário para entrar na fase sintomática depende da aquisição da imunidade 

individual de cada paciente. Esse trabalho também sugeriu que a imunidade é mais rápida 

para P. vivax do que para P. falciparum (BRUCE et al., 2000). 



 

 

Além disso, o indivíduo pode permanecer infectado e nunca apresentar a 

sintomatologia da doença, sendo chamado de Portador Assintomático de Plasmódio (PAP) 

(BRUCE et al., 2000; NSOBYA et al., 2004; SEROURI et al., 2000). A alta prevalência de 

PAP na região Amazônica foi evidenciada, demonstrando que mudanças nas medidas de 

controle da doença nessa região devem ser tomadas (FABIANA et al., 2002). 

Nesses casos de malária assintomática, a PCR tem demonstrado ser o melhor método 

de diagnóstico para detectar os parasitas, sendo cerca de três vezes mais eficiente, inclusive na 

identificação das infecções mistas, e capaz de diferenciar todas as espécies. As infecções 

assintomáticas, depois de vinte semanas, demonstram grande risco de se tornarem malária 

sintomática (NSOBYA et al., 2004).  

Como foi demonstrado, vários fatores são responsáveis pela continuidade da 

transmissão da doença em área endêmica, por exemplo: atraso no diagnóstico e no tratamento 

da malária, o qual deve ser diferenciado de acordo com a espécie de parasita; falta de 

tratamento adequado; existência de pessoas que são portadores assintomáticas de Plasmódio 

(PAP). Sendo assim, novas medidas de controle devem ser adotadas em regiões endêmicas, 

como o Amazonas, para que a transmissão da malária diminua. 

Os diagnósticos moleculares para a malária vêm demonstrando ser mais sensíveis e 

específicos em relação aos métodos microscópicos e imunológicos (HANSCHEID, 1999; 

HANSCHEID et al., 2002; KIMURA et al., 1997; MORASSIN et al., 2002; SNOUNOU et 

al., 1993 b; TIRASOPHON et al., 1994). Por esse motivo, a análise da utilização desse 

diagnóstico para finalidades epidemiológicas poderá contribuir com a formulação de novas 

medidas de controle da doença, envolvendo o uso desse diagnóstico na fase assintomática da 

infecção, principalmente em regiões endêmicas como o Amazonas. 

Testes moleculares de diagnóstico por PCR em tempo real para malária demonstram 

maior rapidez e eficiência em relação a nested-PCR (ALI et al., 2005; DI SANTI et al., 2004 



 

 

FABRE et al., 2004; LEE et al., 2002; RANFORD-CARTWRIGHT, 2002; NDAO et al., 

2004; ROUGEMONT et al., 2004; WHILEY et al., 2004).  Esses testes ainda não haviam sido 

testados em amostras de campo na região Amazônica e, por isso, a proposta deste trabalho é 

principalmente indicar algumas finalidades para os métodos avançados de diagnóstico 

molecular em malária. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

2 OBJETIVOS  

 

2.1 Geral  

 

Detectar molecularmente a malária pelos métodos de nested-PCR e PCR em tempo 

real, enfocando sua utilização epidemiológica. 

 

2.2 Específicos 

 

2.2.1 Fazer o diagnóstico molecular de amostras de sangue criopreservado. 

2.2.2 Comparar resultados de diagnósticos para malária através das técnicas de PCR em 

tempo real, Nested-PCR e Gota espessa. 

2.2.3 Verificar a concordância dos testes moleculares e microscópicos, tendo como 

referência a gota espessa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Amostragem e Localidades 

 

As amostras de sangue utilizadas neste projeto estavam criopreservadas, catalogadas e 

mantidas em um banco de patógenos na gerência de malária da Fundação de Medicina 

Tropical do Amazonas (FMTAM) e fazem parte dos projetos: “Caracterização molecular e 

fenotípica de isolados de Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax de localidades 

endêmicas do Estado do Amazonas” e “Estudo sobre a metemoglobinemia e deficiência de 

glicose-6-fosfato desidrogenase em pacientes com malária tratados com primaquina".  

Essas amostras foram coletadas após a assinatura dos termos de consentimento livre e 

esclarecido (TCLE) (Anexos 1 e 2). A coleta de sangue dos pacientes foi por via endovenosa 

em tubo com o anticoagulante etileno diamino tetracético (EDTA). Após a retirada do sangue 

infectado, o mesmo foi centrifugado a 800g/10min, para retirada do plasma e do creme 

leucocitário. Todo o procedimento foi realizado de forma asséptica, em câmara de fluxo 

laminar. A papa de hemácias foi aliquotada em volumes de 500µl e, quando necessário, 

adicionados 500µl de solução criopreservadora (Glicerolaty). Essas amostras foram 

armazenadas em freezer -70oC para subseqüentes análises moleculares (VIEIRA et al, 2001).  

Selecionaram-se 200 amostras de sangue de pacientes do banco de amostras 

criopreservada, com diagnóstico pela técnica microscópica da gota espessa no dia do início do 

tratamento (D0). Sendo no total, 176 amostras de Manaus; nove de São Gabriel da Cachoeira; 

quatro de Humaitá; oito de Tefé e três de Careiro. O diagnóstico molecular por nested-PCR 

foi então realizado para confirmação dos resultados obtidos pela técnica microscópica da gota 

espessa (Anexo 3), realizados pelos técnicos da FMTAM e dos postos da FUNASA, 

espalhados pelo interior do Amazonas (Figura 6).  



 

 

 

 

 

Legenda: 1-Manaus (10 amostras); 2- São Gabriel da Cachoeira (9 amostras); 3- Tefé (8 amostras); 
 4- Humaitá (4 amostras); 5- Careiro Várzea (3 amostras)  
Figura 6: Locais de coleta das amostras de sangue criopreservado. 
 

Foram selecionadas também 100 amostras de sangue de pacientes em tratamento para 

malária vivax não-grave, tratadas no esquema terapêutico adotado pela FMTAM (Anexo 4). 

A coleta do sangue para o diagnóstico molecular dessas amostras foi realizada no sétimo dia 

de tratamento (D7).  

 

3.2 Diagnóstico molecular da doença 

 

Para realização do diagnóstico molecular, foi necessária previamente a extração do 

DNA dos plasmódios das amostras de sangue criopreservadas. O diagnóstico molecular por 

nested-PCR para a malária foi realizado nas 200 amostras e o resultado foi analisado em dois 

grupos distintos (amostras coletadas no D0 e amostras coletadas no D7). Primeiramente foi 
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realizado o diagnóstico molecular das 200 amostras coletas no D0. Em 34 das 200 amostras 

foi realizado, além do diagnóstico por nested-PCR, outra técnica alternativa de diagnóstico 

molecular por PCR em tempo real. Posteriormente foram analisados os resultados dos testes 

moleculares de diagnóstico realizados nas amostras coletadas durante o tratamento (D7).  

 

3.2.1 Extração de DNA 

A extração do DNA plasmodial foi realizada a partir de alíquotas de hemácias 

infectadas e criopreservadas, conforme protocolos padronizados pelo laboratório de malária 

da FMTAM. A realização da extração do DNA foi realizada tanto da papa de hemácia 

armazenada diretamente nos criotubos (armazenadas em freezer -70oC), com o uso de kits de 

extração comercialmente disponíveis (QlAamp mini-kits e UltraClean - MO BIO 

Laboratories)(ANEXO 5), como do sangue infectado armazenado em papel de filtro, baseado 

na utilização da resina Chelex®-100 (Bio Rad) a 10%  (ANEXO 6). 

 

3.2.2 Nested-PCR 

Após a extração do DNA, foi realizada uma técnica de reação em cadeia da polimerase 

aninhado (Nested-PCR), para identificação de possíveis infecções mistas não detectadas pelo 

diagnóstico parasitológico da gota espessa. A técnica consiste na utilização de 

oligonucleotídeos iniciadores que reconhecem o gene codificante da sub-unidade menor do 

RNA ribossomal (ssurRNA) do Plasmodium (SNOUNOU et al., 1993 a, b).  

 A reação primária amplifica seqüências gênero-específicas utilizando os primers 

PLU5 (5´ CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 3´) e PLU6 (5´ 

TTAAAATTGTTGCAGTTAAAA 3´), com amplicoms de 1200pb. Os volumes dos 

reagentes usados para um volume de reação de 50 L são: 29,1 L de água miliQ; 5 L de 

tampão (PCR buffer 10X); 3,6 L de MgCl2 (50 mM) ; 1 L de dNTPs (2,5 M) e 1 L  de 



 

 

cada primer (PLU5 e PLU6) na concentração de 10 M e 0,3 L de Taq polimerase (5U). A 

reação primária foi conduzida nas seguintes condições de termociclagem: 95ºC por 5 minutos 

para desnaturação, seguido por 29 ciclos (55ºC por 2 minutos, 72ºC por 2 minutos, 94ºC por 1 

minuto) e extensão final 72ºC por 5 minutos. 

Na reação secundária são utilizados simultaneamente iniciadores que reconhecem 

seqüências nucleotídicas espécie-específicas do P. falciparum, FAL1 (5´ 

TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT 3´) e FAL2 (5´ 

ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC 3´) com amplicons de 205 pb; e do P. 

vivax, VIV1 (5´ CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC 3´) e VIV2 (5´ 

ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA 3´) com amplicons de 120 pb. Os 

volumes dos reagentes usados para um volume de reação de 20 L em cada teste, tanto para 

P. vivax, quanto para P. falciparum, são: 7,9 L de água miliQ®; 2 L de tampão (PCR buffer 

10X); 0,8 L de MgCl2 (50mM); 1L de dNTPs (2,5 M) e 3 L  de cada primer (VIV1 e 

VIV2 ou FAL1 e FAL2) na concentração de 10 M e 0,3 L de Taq polimerase (5U). A 

reação secundária foi realizada nas mesmas condições de termocicalagem da primária.  

A observação do resultado da amplificação foi realizada pela visualização das bandas 

correspondentes aos produtos de PCR em transiluminador ultravioleta após eletroforese (80V) 

dos mesmos em gel de agarose 2% corado com brometo de etídeo (10 g/L).  

 

3.2.3 PCR em tempo real   

O diagnóstico molecular por PCR em tempo real foi realizado no Laboratório de 

Parasitologia da Universidade Claude Bernard Lyon I, na França.  As amostras de sangue 

foram transportadas em papel de filtro.  

 



 

 

A reação de amplificação em tempo real foi realizada no LightCycler (Roche 

Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany), usando o SYBR Green I como corante 

fluorescente da reação. Para cada reação foi usado o DNA de humano como controle 

negativo, o DNA de amostras em cultivo (3d7 para controle de P. falciparum) ou o DNA de 

uma amostra conhecida (no caso de P. vivax), foram utilizados como controles positivos.  

Para cada reação o volume final foi de 20 L, sendo que os volumes de reagentes eram 

diferentes. Na reação de amplificação do gênero Plasmodium foi usado 5 L de DNA, 8,6 L 

de água, 2,4 L MgCl2, 1L de cada primer e 2 L  de master (tampão de reação, enzima 

FastStar Tad DNA pol, dNTPs, MgCl2). Para a reação das espécies: P. falciparum- 5 L de 

DNA, 9,8 L de água, 2,4 L MgCl2, 0,4 L  de cada primer e 2 L  de master; P. vivax-: 5 

L de DNA, 9 L de água, 2,4 L MgCl2 , 0,8 L  de cada primer e 2 L  de master.  

Os primers utilizados para a reação do PCR em tempo real foram: Psp1 5' AGT TAC 

GAT TAA TAG GAG TAG 3' e Psp2 5' CCA AAG ACT TTG ATT TCT CAT 3' para 

amplificar as sequências gênero-específicas do Plasmodium sp (CICERON et al., 1999). Os 

primers para as regiões espécie-específicas foram:  PfalF 5'AGT GTG TAT CAA TCG AGT 

TTC 3' e PfalR 5'AGT TCC CCT AGA ATA GTT ACA 3' para P. falciparum ; Pv1 5'CGC 

TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAC TGA TAC 3' e Pv2 5'ACT TCC AAG CCG AAG 

CAA AGA AAG TCC TAA 3' para P. vivax; Pm1 5'ATA ACA TAG TTG TAC GTT AAG 

AAT AAC CGC 3' e Pm2 5'AAA ATT CCC ATG CAT AAA AAA TTA TAC AAA 3' para 

P. malariae (SNOUNOU et al., 1993b e RUBIO et al., 1999).  

A programação no LightCycler  foi realizada em quatro etapas. A primeira etapa com 

apenas 1 ciclo a temperatura de 95ºC por 10 minutos para uma pré-incubação da amostra. A 

segunda etapa correspondeu a amplificação do DNA com 35 ciclos em 3 diferentes 

temperaturas. Para a desnaturação de cada ciclo foi usada a temperatura de 95ºC, com tempo 

de incubação de 10 segundos. Para o anelamento a temperatura foi de 58ºC e tempo de 



 

 

incubação de 10 segundos. E para a extensão foi usada a temperatura de 72ºC, tempo de 

incubação de 30 segundos, sendo a fluorescência medida no final da amplificação para cada 

amostra de forma individual. 

A terceira etapa corresponde à confirmação da amplificação correta do produto de 

PCR, através da curva de dissociação (Melting Curve), com apenas 1 ciclo em 3 temperaturas 

diferentes. Começando com 95ºC com tempo de incubação de 2 minutos. Depois foi usada a 

temperatura de 55ºC e tempo de incubação de 20 segundos. E no final novamente a 

temperatura de 95ºC sem tempo de incubação. A fluorescência foi medida durante toda etapa. 

A quarta etapa correspondia ao resfriamento das amostras, sendo realizada com apenas um 

ciclo a temperatura de 35ºC e tempo de incubação de 30 segundos, sem medição de 

fluorescência. 

A análise dos resultados do diagnóstico no LightCycler® foi realizada através das 

curvas de dissociação, fornecidas pelo próprio aparelho. Para a quantificação do DNA a 

análise é realizada com a amplificação dos primers Psp1 e PSp2, por comparação com uma 

cepa padrão 3D7 de P. falciparum cultivada in vitro. O ciclo de referência (threshold cycle –

Ct), que significa limite onde a fluorescência se torna diferente do sinal inicial é determinado 

para cada amostra. Quando há amplificação, a quantidade de DNA é calculada a partir da seus 

Ct, comparado com a curva padrão (MONBRISON et al., 2003). 

 

3.3 Análise Comparativa dos Testes de Diagnósticos 

  

A comparação dos resultados foi realizada nas 34/200 amostras, verificando a co-

positividade e co-negatividade dos testes moleculares com a Gota Espessa, considerando a 

gota espessa como padrão-ouro para o diagnóstico da malária. Para avaliar a concordância dos 

testes foi usado o coeficiente Kappa (Tabela 1: PERREIRA, 2002).  



 

 

Tabela 1: Interpretação da concordância dos testes de acordo  

com os possíveis valores do índice kappa. 

Kappa Concordância 

<0,00 Ruim 

0,00-0,20 Fraca 

0,21-0,40 Sofrível 

0,41-0,60 Regular 

0,61-0,80 Boa 

0,81-0,99 Ótima 

1,00 Perfeita 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Diagnóstico molecular – amostras coletas em D0 

 

Foi realizada a detecção de DNA plasmodial para realização do diagnóstico molecular 

por nested- PCR nas 200 amostras de sangue parasitado e criopreservado no banco de 

patógenos da Gerência de Malária da FMTAM. As amostras foram coletadas com finalidade 

de realização de análises moleculares no D0 (dia em que foi realizado o diagnóstico da gota 

espessa com resultado positivo para infecção malárica). A figura 7 ilustra o resultado obtido 

nas amostras coletadas em D0 (Anexo 7). 

 

 

Figura 7: Foto do gel do diagnóstico por nested-PCR em amostras coletadas no D0. 

 

Do total de amostras estudadas, 88% (176/200) são provenientes de pacientes 

habitantes da cidade de Manaus, e 91% (174/200) apresentaram diagnóstico microscópico de 

infecção pelo P. vivax (Tabela 2).   

Após aplicação da metodologia molecular de diagnóstico, foi confirmada a presença 

do P. vivax em 100% (174/174) das amostras diagnosticadas pela gota espessa. 

Adicionalmente, foram observadas infecções mistas, co-infecção de P. falciparum e P. vivax, 

em 17,8% (31/174) destas amostras.  

 



 

 

Tabela 2: Diagnóstico Laboratorial das amostras coletadas em D0. 

 Gota espessa PCR Diagnóstico 

Sítios de 

Coleta 

No. 

Amostras 

P. vivax 

 (%) 

P. falciparum 

(%) 

I.M. * 

(%) 

P. vivax 

(%) 

P. falciparum 

(%) 

I.M. * 

(%) 

Manaus 176 174 (98,9) 02 (1,1) 0 143(81,1) 02 (1,1) 31 (17,8) 

Interior ** 24 8 (33,4) 16 (66,6) 0 05 (20,8) 12 (50) 07 (29,2) 

Total 200 182 (91) 18 (9) 0 148 (74) 14 (7) 38 (19) 

 * - Infecções Mistas; ** - São Gabriel da Cachoeira, Tefé, Humaitá e Careiro – AM. 
Obs: A proporção entre espécies plasmódios presentes no banco de amostras da FMTAM não 
representa necessariamente a incidência das mesmas nas diferentes áreas malarígenas do 
Estado do Amazonas. 

 

As demais 24 amostras incluídas neste estudo (12%), também são integrantes do 

supracitado criobanco de patógenos da gerência de malária da FMTAM, sendo provenientes 

de localidades do interior do Estado do Amazonas (como mostrado na figura 5). As mesmas 

foram obtidas com o apoio da FUNASA e das Secretarias Municipais de Saúde (SEMSA) dos 

municípios de São Gabriel da Cachoeira (09), Tefé (08), Humaitá (04) e Careiro (03). A 

figura 8 mostra o percentual de todas as amostras testadas em cada método. 

 

 

              
91%

9%

           

         

Figura 8: Percentual de detecção laboratorial em duas técnicas de diagnóstico da malária 
humana. 

 

A comparação entre o resultado do diagnóstico molecular e microscópico mostra 

claramente que a maior sensibilidade da técnica de amplificação genômica permite a 

A) B) Diagnóstico Molecular 
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     P. vivax               P. falciparum             P. vivax +  P. falciparum 
 



 

 

observação epidemiologicamente significante de um maior número de infecções mistas (03 

em São Gabriel da Cachoeira, 02 em Tefé e 02 em Humaitá).               

 

4.1.1 Técnica alternativa de Diagnóstico Molecular 

 

Adicionalmente aos métodos previamente mencionados, foi realizado o diagnóstico 

para malária utilizando metodologia descrita por Mombrison (2003), baseada em metodologia 

de PCR em tempo real (Lightcycler, Roche®) em 17% (34/200) das amostras coletadas no D0. 

O resultado desses experimentos (ANEXO 8) está demonstrado na tabela 3 e ilustrado na 

figura 9. Além da avaliação da possível introdução desta metodologia na rotina de pesquisa da 

Gerência de Malária da FMTAM, realizamos uma comparação e análise da concordância dos 

resultados dos dois testes moleculares em comparação com a técnica microscópica da gota 

espessa.  

Tabela 3: Sítios de coleta e diagnóstico para malária nas três metodologias 

  Técnicas de diagnóstico para malária 

  G.E. nested – PCR PCR em tempo real  

Origem No de amostras P.f P.v I.M. P.f P.v I.M. P.f P.v I.M. 

Manaus 10 02 08 0 02 06 02 02 07 01 

Humaitá 04 04 0 0 02 0 02 03 01 0 

São Gabriel da 
Cachoeira 

09 03 06 0 03 05 01 06 03 0 

Tefé 08 02 06 0 05 01 02 07 01 0 

Careiro 03 03 0 0 03 0 0 03 0 0 

Total  34 14 20 0 15 12 07 21 12 01 

Obs: n = 34, P.f. – Plasmodium falciparum; P.v.- Plasmodium vivax; I.M.-Infecção mista 

 



 

 

Figura 9: Gráfico do diagnóstico por PCR em tempo real de algumas amostras coletadas no 
D0. 

 

Tabela 4: Comparação do diagnóstico da malária por PCR em tempo real x Gota Espessa 

PCR em tempo real Gota Espessa Total 

P. vivax (%) P. falciparum(%)  

P. vivax 11 (32%) 1(3%) 12 (35%) 

P. falciparum 4 (12%) 17 (50%) 21 (62%) 

P. falciparum + P. vivax 1 (3%) 0 1 (3%) 

Total 16 (47%) 18 (53%) 34 (100%) 

 

A co-positividade (Sensibilidade) desses dois testes para o diagnóstico da infecção 

causada pelo P. vivax foi de 69% enquanto a co-negatividade (Especificidade) foi de 95%. 

Para o P. falciparum a co-positividade (Sensibilidade) dos testes foi de 95% enquanto a co-

negatividade (Especificidade) foi de 75%. O índice Kappa encontrado foi de 0,65 sendo 

regular a concordância entre os testes. 

 



 

 

Tabela 5: Comparação do diagnóstico da malária por nested-PCR x gota espessa 

Nested-PCR Gota Espessa       Total 

P. vivax P. falciparum  

P. vivax 11 (32%) 1 (3%) 12 (35%) 

P. falciparum 1 (3%) 14 (42%) 15 (44%) 

P. falciparum + P. vivax 4(12%) 3 (8%) 7 (21%) 

Total 16 (47%) 18(53%) 34 (100%) 

 

A co-positividade (Sensibilidade) dos testes para P. vivax foi de 69% enquanto a co-

negatividade (Especificidade) foi de 95%. A co-positividade (Sensibilidade) dos testes para P. 

falciparum foi de 78% enquanto a co-negatividade (Especificidade) foi de 94%. O índice 

Kappa encontrado foi de 0,56 e a concordância entre os testes foi regular. 

 

Tabela 6: Comparação do diagnóstico da malária por PCR em tempo real x nested-PCR 

PCR em tempo real Nested-PCR  

P. vivax (%) P. falciparum(%) P. falciparum 
+ P. vivax (%) 

Total 

P. vivax 9(27%) 0 3 (8,8%) 12 35%) 

P. falciparum 3 (9%) 15 (44%) 3 (8,8%) 21(62%) 

P. falciparum + P. vivax 0 0 1 (2,9%) 1 (3%) 

Total 12 (36%) 15 (44%) 7 (20%) 34 (100%) 

 

 

A co-positividade (Sensibilidade) dos testes para P. vivax foi de 75% enquanto a co-

negatividade (Especificidade) foi de 86%. A co-positividade (Sensibilidade) dos testes para P. 

falciparum foi de 100% enquanto a co-negatividade (Especificidade) foi de 68%. O índice 

Kappa encontrado foi de 0,56 e a concordância dos dois testes moleculares foi regular. 

 

 



 

 

4.2 Diagnóstico molecular – amostras coletas em D7 

 

Para fins de avaliação epidemiológica e da sensibilidade do diagnóstico molecular, 

incluímos neste estudo a análise feita em 100 amostras de sangue obtidas de pacientes ao 

longo do tratamento para malária causada pelo P. vivax. O processamento dessas amostras 

para análises moleculares de detecção de DNA plasmodial foi realizado no sétimo dia de 

tratamento (D7). Como resultados (Anexo 9), foram diagnosticadas positivamente 21% 

(20/100) das amostras (Tabela 7). 

Tabela 7: Diagnóstico molecular positivo em D7. 

 Gota Espessa Detecção molecular por PCR  

Amostras D0 D7 D7 ( P. vivax) D7 (P. falciparum) 

P. vivax 97 0 20 0 

P. falciparum +P.vivax 3 0 0 1 

Total 100 0 20 1 

 

A quase totalidade das amostras (97%) apresentaram diagnóstico microscópico para 

malária como monoinfecção pelo P. vivax em D0, com exceção de 3 amostras com possíveis 

infecções mistas nos testes microscópicos de diagnóstico em D0, nestes casos, a avaliação 

molecular confirmou a presença de DNA de P. falciparum em uma delas. 

 

Figura 10: Foto do gel do diagnóstico por Nested-PCR em amostras coletadas no D7.  

 

200pb 

100pb 

Legenda: bandas de 120pb = P. vivax 

Mw  V-  V+   2     3    4     5     6     7    8      



 

 

5 DISCUSSÃO 

 

No Brasil, a principal técnica de diagnóstico para malária tem sido a microscópica da 

gota espessa, que é realizada principalmente na fase sintomática da doença (figura 5). O limite 

de detecção dos parasitas por essa técnica é de 10-20 parasitas por l, proporcionando um 

diagnóstico diferencial das espécies, sendo rápido o resultado do diagnóstico  uma amostra 

individualmente. Por esses motivos ela é considerada a mais apropriada para regiões 

endêmicas, como o Amazonas, além de apresentar baixo custo para realização dos exames, 

quando comparada a técnicas moleculares.  Entretanto, a qualificação dos profissionais que 

realizam os testes microscópicos tem estimado valor para a qualidade dos resultados.  

Nesse trabalho, foram realizados testes de diagnóstico molecular para malária, por 

nested-PCR, em 200 amostras coletadas no D0 da infecção para uma confirmação do 

diagnóstico microscópico da gota espessa. O resultado da nested-PCR confirmou a presença 

dos parasitas em todas as amostras testadas. Adicionalmente, foi encontrado grande 

quantidade de infecções mistas (38/200), cerca de 19%. Apenas uma amostra (0,5%) obteve 

diagnóstico molecular diferente do que foi realizado pela microscopia. Não houve análise 

molecular em nenhuma amostra negativa pelo diagnóstico microscópico. 

Das 200 amostras, 176 (88%) eram provenientes de sangue de pacientes de Manaus. O 

diagnóstico por microscopia da gota espessa dessas amostras foi realizado por técnicos da 

FMTAM. Somente duas amostras das 176 foram diagnosticadas como sendo malária por 

monoinfecção por P.falciparum, a quase totalidade (174/176) era malária causada por P. 

vivax. Nenhuma amostra mista foi encontrada pela microscopia. Foram encontrados 145 

resultados concordantes entre os dois testes, sendo o diagnóstico positivo para malária vivax 

em ambas as técnicas. Amostras mistas, infecções por P. vivax e P. falciparum, foram 

encontradas em 31 amostras de acordo com resultados pela técnica molecular de nested-PCR. 



 

 

As duas amostras de malária falciparum foram confirmadas pela nested-PCR como 

monoinfecções. 

As outras 24 amostras (12%) foram provenientes de localidades do interior do 

Amazonas. Essas amostras não representam a proporção de notificações dos casos de malária 

nessas áreas malarígenas do Estado. Entre as 24 amostras, oito foram diagnosticadas 

microscopicamente como malária causada por monoinfecção por P. vivax , sendo apenas 

cinco delas confirmadas como monoinfecção pela nested-PCR, 4/6 de São Gabriel da 

Cachoeira e 1/2 de Tefé. As outras 16 amostras foram diagnosticadas como sendo infecção 

por P. falciparum microscopicamente, sendo apenas 12 amostras confirmadas como 

monoinfecção por P. falciparum pela nested-PCR, 5/6 de Tefé, 2/4 de Humaitá, 2/3 de São 

Gabriel da Cachoeira e 3/3 de Careiro. O restante das amostras teve resultados de infecções 

mistas por P. vivax e P. falciparum sendo: uma de São Gabriel da Cachoeira, duas de Tefé e 

duas de Humaitá. 

Resultados positivos na nested-PCR para determinar a espécie, e negativos na 

microscopia, devem ser considerados como verdadeiros positivos uma vez que essa técnica é 

mais sensível que a microscópica (LASERSON, et al., 1994). Os resultados da detecção de 

19% de infecções mistas demonstram que elas têm sido subestimadas pelo teste diagnóstico 

microscópico da gota espessa, confirmando outras pesquisas já realizadas na gerência de 

malária da FMTAM, onde cerca de 11% de infecções mistas foram encontradas em 

monoinfecções de malária vivax ou malaria falciparum (MANSO, 2004).  

Em regiões endêmicas como o Amazonas é possível que haja erros de diagnóstico 

microscópicos devido ao grande volume de exames que é realizado diariamente nos postos de 

saúde.  A FMTAM, com cerca de 25% do total casos de malária em Manaus, realiza cerca de 

500 exames por dia, e vem sendo o centro de referência para diagnóstico de malária no 

Amazonas, apresentando um quadro amplo de profissionais especializados para o exame da 



 

 

gota espessa que é realizado com cerca de 20 minutos para análise de cada lâmina, a entrega 

do resultado ao paciente ocorre com cerca de 40 minutos (desde o cadastro até a entrega) 

(FMTAM, 2006). 

A eficácia de testes microscópicos foi realizado na Tailândia em um estudo 

comparando a análise por cinco minutos com a de 20 minutos. Esse estudo demonstrou que 

existe uma variação na detecção microscópica em baixas parasitemias, >500parasitas/ L, em 

análise da lâmina de forma rápida (COLEMAN et al., 2002). A questão do tempo insuficiente 

para a análise microscópica dos resultados obtidos em nosso trabalho deve ser descartada, 

visto que todas as lâminas analisadas pelo diagnóstico microscópico foram analisadas em 

tempo suficiente e por profissionais especializados. Além disso, houve posteriormente a 

revisão dessas lâminas por um profissional mais experiente que faz parte do controle de 

qualidade da gerência de malária da FMTAM, uma vez que essas amostras faziam parte de 

outros projetos dessa gerência. 

Os resultados que encontramos neste trabalho demonstram essa maior sensibilidade da 

técnica molecular na detecção da presença de espécies que não tenham sido diagnosticadas 

pela microscopia. Tirasophon e colaboradores (1994), utilizando a técnica molecular por PCR 

para pesquisa de parasitas da malária no sangue, mostraram a melhor sensibilidade do método 

sobre a gota espessa. O tempo gasto para realização da PCR em 48 amostras, foi de 

aproximadamente quatro horas, bem menor que o tempo gasto pela microscopia. Os 

resultados desse teste mostraram uma sensibilidade de 89% para o P. falciparum e 91% para o 

P. vivax e especificidade de 94%. Outra vantagem da PCR foi que no exame pela gota espessa 

foram detectadas apenas monoinfecções, enquanto que na PCR, foram encontradas infecções 

mistas.  

A melhor sensibilidade e especificidade dos testes diagnósticos para malária por 

técnicas moleculares de amplificação por PCR em relação a microscopia vem sendo 



 

 

argumentada desde 1993, sendo usada principalmente para fins epidemiológicos (SNOUNOU 

et al., 1993 a,b; TIRASOPHON et al., 1994; KIMURA et al., 1995, 1997; HANSCHEID, 

1999; HANSCHEID et al., 2002; MORASSIN et al., 2002). Entretanto, para fins de 

diagnóstico na rotina de áreas endêmicas essa técnica não é aconselhada devido ao seu alto 

custo e a necessidade de infra-estrutura e mão de obra mais especializada.  

Além disso, um resultado positivo pelo método molecular não significa 

necessariamente que a pessoa esteja com a doença, podendo o paciente estar infectado e ser 

apenas um portador assintomático. Como foi observado neste trabalho, uma vez que os 

pacientes com infecções mistas, diagnosticadas pela técnica molecular, apresentavam 

sintomas clínicos para apenas uma espécie. Entretanto, não se pode afirmar que houvesse uma 

nova infecção subseqüente ao tratamento, proveniente do desenvolvimento da espécie que 

estava em menor parasitemia e por isso não tinha sido diagnosticada pela microscopia. 

 Essas infecções mistas subestimada pela microscopia mostram que em regiões 

endêmicas, pacientes com malária por infecções mistas de P. vivax e P. falciparum são 

comuns. Entretanto, o diagnóstico desse tipo de infecção não é uma tarefa fácil pela técnica 

microscópica. Isso ocorre principalmente porque a quantidade de uma espécie de parasita 

costuma ser bem menor que a outra, sendo, portanto quase imperceptível até mesmo para 

bons microscopistas. Mudanças na morfologia de alguns parasitas também podem levar a 

similaridades entre alguns estágios de evolução das espécies, tornando o diagnóstico 

diferencial dessas espécies ainda mais difícil (WARHURST; WILLIAMS, 1996). 

Acredita-se que o principal problema da falha na detecção dessas infecções mistas 

tenha sido devido aos baixos níveis de parasitemias de uma espécie em relação a outra, o que 

na maioria das vezes não gera a sintomatologia da doença da espécie que está em menor 

quantidade, mas o indivíduo é um portador assintomático dessa espécie e se não for tratado de 

forma eficaz na eliminação de ambas as espécies, a que estiver em menor quantidade poderá 



 

 

se manifestar posteriormente. Casos onde o crescimento de uma espécie de parasita pode 

inibir a manifestação clínica da outra são chamados de infecções criptônicas.  

Um exemplo de identificação de infecção criptônica, com coinfecção de P. falciparum 

em pacientes diagnosticados microscopicamente por monoinfecção de P. vivax, foi realizada 

em um estudo na Tailândia com a simples utilização de teste rápido imunológico. Dos 238 

pacientes tratados para malária vivax, cerca de 10% (23 pacientes) retornaram 

subseqüentemente após a negativação de P. vivax, com malária falciparum, sem risco de 

haver uma reinfecção. Desses, 19 pacientes (74%) apresentaram teste imunológico positivo 

para P. falciparum na admissão, mas não foram visíveis na microscopia. Esses testes foram 

confirmados por PCR onde 12 (52%) foram positivos, não havendo diferença estatística entre 

os testes. Esse estudo demonstrou que testes rápidos são melhores que testes microscópicos 

para detectar infecções cripitônicas de P. falciparum em pacientes com malária vivax 

(MAYXAY et al., 2001). 

Estudos semelhantes a este ainda não tem sido realizados na Amazônia. Nesse 

trabalho não foi possível fazer o acompanhamento do retorno do paciente porque as amostras 

estavam criopreservadas desde 2004 e o sistema de acompanhamento do paciente na 

FMTAM, pelo SIVEP é atualizado seis meses depois da ultima notificação (retorno) do 

paciente. 

Outro estudo na Tailândia, região endêmica que apresenta as duas espécies de malária 

assim como na região Amazônica, estudos tem demonstrado o subseqüente aparecimento de 

infecção por P. vivax quando se trata a malária causada por P. falciparum, o reverso 

acontecendo em menor proporção. A provável explicação encontrada para tal fato é que nos 

casos de infecção por P. vivax, mas havendo espécie de P. falciparum não detectada pela 

microscopia, o uso da primaquina que pode eliminar as formas pré-eritrocíticas do P. 

falciparum que ainda não tenham se desenvolvido, entretanto, as formas hipnozoíticas de P. 



 

 

vivax não detectada pela microscopia em infecções por P. falciparum poderiam levar a 

recaídas posteriores os tratamento de malária falciparum (TASANOR et al., 2006). 

Além do problema das infecções cripitônicas, algumas infecções por Plasmodium sp 

podem permanecer assintomáticas por um período de tempo maior do que o esperado, 

principalmente crianças e primoinfectadas, que ainda não apresentam nenhuma imunidade 

para doença (BRUCE et al., 2000; AL SEROURI et al., 2000; NSOBYA et al., 2004). Em um 

estudo de avaliação da prevalência da parasitemia de assintomáticos de uma área urbana 

mesoendêmica na Uganda, a microscopia identificou 17% (55/316 casos apenas de P. 

falciparum) enquanto que a PCR detectou 47% sendo, 36% de P. falciparum, 21% de 

infecção mista, 10% de P. ovale, 7% de P. vivax, 4% de P. ovale. A sensibilidade e a 

especificidade da PCR para identificar infecções assintomáticas foi de 44% e 98% 

respectivamente. Depois do acompanhamento durante 20 semanas, o risco de desenvolver 

malária sintomática foi de 82% nos casos de microscopia positivos e 39% nos casos de PCR 

positivos e microscopias negativos (NSOBYA et al., 2004). 

A possibilidade de haver infecções assintomáticas e cripitônicas por parte do 

Plasmodium sp, poderia explicar os 19% de infecções mistas. Nesse caso, a parasitemia 

diferenciada entre as espécies, é o principal problema que leva a falhas do diagnóstico 

microscópico para a malária, podendo também, levar a erros na avaliação dos dados 

epidemiológicos para a malária em regiões endêmicas.  

A quantidade infecção mista encontrada (19%) pelo método molecular gerou dúvidas 

se a positividade dos resultados desses testes moleculares não poderia ser devido a presença 

de DNA livre circulante, provenientes de infecções anteriores. Entretanto, os parasitas mortos 

são destruídos por mecanismos de resposta imune do organismo ou por tratamento devido a 

ação de drogas, sendo retirados da circulação sangüínea por fagócitos rapidamente.  Além 



 

 

disso, Jarra e Snounou (1998) demonstraram que apenas parasitas viáveis são detectados por 

nested PCR.  

Sendo assim, os resultados obtidos pela nested-PCR no diagnóstico de malária mista 

eram realmente devido a presença das duas espécies de parasitas viáveis, com potencial de 

desenvolverem a doença, mas que por algum motivo  apenas uma espécie manifestou a 

sintomatologia clínica da doença, ficando a outra de forma criptônica. Por esse motivo é que o 

diagnóstico molecular para malária, apesar da melhor sensibilidade em relação a gota, não é 

recomendado como método de diagnóstico da rotina, para fins de tratamento. Os resultados 

laboratoriais nem sempre são semelhantes aos relatos clínicos, entretanto, esses métodos são 

ótimas ferramentas de pesquisas epidemiológicas e podem ser usados para avaliação dos 

tratamentos e triagem de pacientes assintomáticos em regiões endêmicas como o Amazonas 

(MANSO, 2004; DI SANTI et al., 2004).   

Um dos problemas enfrentados pela técnica molecular de diagnóstico utilizada da 

FMTAM é o fato dos métodos baseados na amplificação do DNA por nested-PCR 

envolverem múltiplas etapas (extração do DNA, primeira PCR, segunda PCR) e não serem 

simples como os métodos microscópicos e imunológicos, necessitando de mão de obra mais 

especializada. Além disso, os custos para manutenção de um laboratório molecular equipado 

são elevados, assim como os reagentes necessário para os testes. Sendo assim, ainda não é 

possível que se substitua a microscopia por técnicas moleculares na rotina de diagnóstico para 

malária em áreas endêmicas, onde o fluxo de exames é elevado (SINGH, 1997).  

Testes comparativos entre os resultados obtidos pela nested-PCR, com resultados de 

outro teste molecular alternativo de PCR em tempo real, foram também realizados para 

validar o uso desse novo método molecular de para diagnóstico de malária de forma mais 

rápida e precisa. Essa nova técnica já vem sendo usada com finalidades epidemiológicas e no 

auxílio de casos negativos da microscopia, devido a presença de uma baixa parasitemia (LEE 



 

 

et al, 2002; RANFORD-CARTWRIGHT, 2002; FABRE et al., 2004; GINOCCHIO, 2004; 

ROUGEMONT et al., 2004; ANDREWS et al., 2005; WILSON et al., 2005; FARCAS et al., 

2006). 

 Na análise do diagnóstico de 34/200 amostras testadas pelas três técnicas 

(microscópica, nested-PCR e PCR em tempo real) houve divergência de resultados entre os 

testes moleculares e microscópico. Entretanto, o número de amostras foi baixo e os testes 

estatísticos demonstraram boa sensibilidade e especificidade para os métodos moleculares. A 

co-positividade (sensibilidade) dos testes para P. vivax foi em média 71% e a co-negatividade 

(especificidade) foi em média 92%. Já para P. falciparum a co-positividade foi em média 91%  

e a co-negatividade foi em média 79%. A concordância entre os testes foi regular. 

 Um estudo, realizado na Amazônia Venezuelana com  diagnóstico molecular por 

nested-PCR, demonstrou que a reprodutibilidade desse teste pode variar, mas continua tendo 

boa sensibilidade (78%) e especificidade (97%) na detecção de Plasmodium falciparum e 

Plasmodium vivax. Entretanto, a pouca reprodutibilidade do teste pode ser devido a problemas 

de contaminações durante as manipulações (LASERSON et al., 1994). O método de PCR em 

tempo real poderia diminuiria essa possibilidade de contaminações durante o processo, uma 

vez que as amostras são menos manipuladas durante a execuçào do teste diagnóstico.  

Nos estudos que realizamos nesse trabalho não havia nenhuma amostra mista 

diagnosticada pela microscopia, enquanto que pela nested-PCR foram diagnosticadas 7 

amostras (20%) e pela PCR em tempo real foram diagnosticada apenas uma amostra 

(aproximadamente 3%). Esse resultado demonstra que problemas de contaminação durante a 

nested-PCR podem ter acontecido, ou a quantidade de DNA na amostra utilizada na reação de 

PCR em tempo real foi insuficiente para detecção de parasitas que estavam em baixa 

parasitemia, uma vez que pouca quantidade dessas amostras foram armazenadas em papel de 



 

 

filtro e transportadas para a França, local onde foi realizado o experimentos em PCR em 

tempo real. 

Apesar de ser um método cheio de interferências, caro e que exige pessoas mais 

qualificadas para a sua realização, é indiscutível a melhor sensibilidade e especificidade da 

PCR sobre a gota espessa. Por esta razão, no caso de infecções não detectadas pela 

microscopia, mas com indícios de infecção pelo parasita da malária, é prudente viabilizar a 

aplicabilidade do método molecular, a fim de diagnosticar corretamente a doença, sendo sua 

principal vantagem o diagnóstico de infecções mistas e nos casos de baixas parasitemias. 

Entretanto, na maioria dos casos clínicos, onde é necessário o acompanhamento do declínio 

dos sintomas e o tempo denegativação dos parasitas no sangue, é mais recomendado o exame 

microscópico, a fim de obter a real incidência de cada espécie do parasita na amostra testada. 

A PCR em tempo real é capaz de fazer essa quantificação (LEE et al, 2002; RANFORD-

CARTWRIGHT, 2002; ROUGEMONT et al., 2004; FABRE et al., 2004). 

O primeiro sistema comercial de diagnóstico para malária por real time PCR, 

utilizando como instrumento o LightCycler®, nomeado como RealArt Malária LC,  foi testado 

em 2004 por Farcas e colaboradores. O teste obteve 99,5% de sensibilidade e 100% de 

especificidade quando comparado a nested PCR, além de demonstrar eficiência quanto ao 

tempo de execução, <45 minutos, sendo portanto, considerado bom para detectar parasitas em 

pacientes febris. Entretanto, a incapacidade de diferenciar as quatro espécies foi uma 

limitação do teste, assim como a necessidade de confirmação dessa eficiência em regiões com 

menor prevalência do que a do local estudado (15%).  

Em nosso trabalho, os testes diagnósticos da 34 amostras também foram realizados no 

LightCycler®  para a análise da amplificação do DNA das espécies em tempo real, sendo 

gasto 1 hora, para a amplificação e análise dos resultados para o diagnóstico da malária. 

Entretanto, a estratégia que nós utilizamos possibilitava a diferenciação da espécie 



 

 

responsável pela infecção, por usar primers específicos para cada espécie. Na comparação 

desse teste molecular com o diagnóstico microscópico, a PCR em tempo real apresentou uma 

sensibilidade de 61% para infecções por P. vivax e 99% para P. falciparum e uma 

especificidade de 94% para o P. vivax e de 66% para o P. falciparum.  

Em 2002, Lee e colaboradores desenvolveram um método rápido, sensível e específico 

para diagnóstico da malária com PCR em tempo real baseada na utilização da fluorescência 

emitida pela 5’nuclease através da tecnologia da TaqMan, com primers e sondas específicas 

para o gene da subunidade menor do RNA ribossomal. Esse método foi utilizado para 

monitorar o progresso dos tratamentos com antimaláricos, demonstrando ser mais sensível 

para detectar menor numero de parasitas por l de sangue (sensibilidade de 0,002 pg de DNA 

de P. falciparum que equivale a 0,1 parasita). Entretanto, esse tipo de PCR em tempo real 

apresenta custos mais elevados que experimentos realizados no LightCycler®  (BELL ; 

RANFORD-CARTWRIGHT, 2002) 

Com base nesses resultados e em outros trabalhos, ambos os testes, microscópicos e 

moleculares, são considerados bons não só para o diagnóstico, como também para 

monitoramento do tratamento, porém, a sensibilidade do método de PCR em tempo real é 

maior, cerca de 30 até 3 parasitas/L (LEE et al, 2002; MONBRISON et al., 2003)  podem 

ser detectados em relação a microscopia, onde apenas 50 parasitas/L podem ser visualizados 

por um bom microscopista (WARHURST; WILLIAMS, 1996). Portanto, o diagnóstico 

molecular por real time demonstra ser mais eficaz que o microscópico, especialmente em 

situações especiais de baixa parasitemia.  

As vantagens dos aparelhos de PCR em tempo real em relação a PCR convencional 

são com relação a rapidez da análise dos resultados e a ausência de contaminações, que é 

muito freqüente na nested-PCR (LEE et al, 2002). Os níveis de sensibilidade e especificidade 

do diagnóstico por real time PCR em relação a nestede-PCR foram de 66% e 71% para 



 

 

infecções P. vivax  e 100% e 62% para infecções por P. falciparum.  A baixa co-positividade 

para os dois testes, mesmo sendo ambos baseados na técnica de amplificação de DNA,  pode 

estar relacionada ao índice mínimo de detecção diferenciado dos dois testes, sendo de 30 até 3 

parasitas/L no real time (MONBRISON et al., 2003) e de aproximadamente 10 parasitas/L 

na nested-PCR (SNOUNOU et al., 1993b).  

Em experimentos realizados por Rougemont et al. (2004), com PCR em tempo real, 

houve alta sensibilidade do teste em comparação com a microscopia (detecção de 6 amostras 

positivas que tinham resultado negativo na microscopia). Entretanto, esse ensaio não 

demonstrou muita eficiência para detectar infecções mistas, ilustrando a dificuldade de 

identificação dessas infecções por essa técnicas.  

Portanto, a maior vantagem da PCR em tempo real para diagnóstico da malária, é com 

relação ao tempo do diagnóstico, sendo 1 hora por PCR em tempo real comparada as 8 horas 

para o exame realizado por nested-PCR. Não podendo afirmar, entretanto, que as divergências 

entre os dois testes foi devido a baixas parasitemias da amostra ou a contaminações nos testes 

por nested-PCR, uma vez que a quantidade e qualidade da amostra analisada pela PCR em 

tempo real não foi equivalente a realizada por nested-PCR. 

Outra finalidade do teste diagnóstico molecular para malária é o acompanhamento da 

negativação da parasitemia durante o período de tratamento. O uso de um diagnóstico mais 

sensível, como o diagnóstico molecular pela nested-PCR, demonstra a realidade do tempo de 

permanência desses parasitas no sangue após o tratamento. Alertando sobre a eficácia dos 

antimaláricos em relação ao tempo de permanência de estágios de vida dos parasitas 

(gametícitos) que não causam sintomas, mas que são responsáveis pela transmissão da 

doença. Esses novos dados epidemiológicos contribuem para um melhor controle da 

transmissão da doença em áreas endêmicas, como por exemplo, o Amazonas. 



 

 

A principal droga antimalárica utilizada para tratamento da malaria vivax pela 

FMTAM é a cloroquina. Essa droga vem sendo muito usada no tratamento da malaria desde 

quando foi introduzida em 1940, principalmente, porque apresenta baixa toxicidade, e baixo 

custo em relação a outras drogas. Apesar da existência da resistência de alguns parasitas a 

essa droga, ela ainda é muito utilizada nos tratamentos não complicados de malária, 

principalmente no caso de malária vivax (FUNASA, 2001; HYDE, 2005). Essa droga 

apresenta atividade esquizonticida e gametocitocida  em altas concentrações (SMALLEY et 

al., 1977; CHUTMONGKONKUL et al., 1992), mas não apresenta ação contra as formas  

maduras do gametócitos, que levam 10 dias para se desenvolverem (SMALLEY et al., 1977), 

nem contra as formas hepáticas(FUNASA, 2001).  

Para combater as formas parasitárias que ficam em latência no fígado é indicado o uso 

da cloroquina juntamente com outra droga, a primaquina (8 aminoquinolines), que além de 

eliminar a forma hepática, ainda é um ótimo gametocitocida e esporonticida (CHOMCHARN 

et al., 1980).  Entretanto, o uso da primaquina deve ser moderadamente controlado, visto que 

essa droga pode induzir hemólise em indivíduos com deficiência de G6PD, cuja prevalência é 

maior na população masculina (FUNASA, 2001; KATSURAGAWA et al., 2004). Nos casos 

de malária causada por P. falciparum, foi demonstrado que uma simples dose de 45mg de 

primaquina tem sido eficiente para eliminar gametócitos de possíveis cepas resistentes de P. 

falciparum (CHOMCHARN et al., 1980). 

A investigação da resposta clínica in vivo e da sensibilidade in vitro do P. vivax a 

cloroquina e a cloroquina + primaquina foi realizada em um estudo na Tailândia. Os 

resultados demonstraram que a sensibilidade a cloroquina é aumentada duas vezes na 

presença de primaquina (TASANOR et al., 2006). Outra recente publicação tem mostrado que 

a primaquina tem ação de reverter a resistência a cloroquina de P. falciparum in vitro (BRAY 

et al., 2005; EGAN, 2006). 



 

 

Na Fundação de Medicina Tropical do Amazonas, centro de referência para malária 

nessa região, o tratamento adotado para os casos de malaria vivax não grave tem sido 

cloroquina por três dias, com descanso no quarto dia e com mais 7 dias de uso da primaquina 

para eliminar os hipnozoítos, havendo diferenças nas concentrações das drogas para adultos e 

crianças. Na malária falciparum, o tratamento recomendado para os casos não complicados 

(parasitemia igual ou menor que duas cruzes) tem sido a combinação por 3 dias de quinino 

com a doxicilina  e mais 2 dias da doxicilina sozinha para  pacientes adultos. Para crianças e 

gestantes, e como segunda alternativa dos casos de adultos resistentes, é recomendada a 

mefloquina (FMTAM, 2006). 

Nesse trabalho foi realizado o diagnóstico molecular para a confirmação do 

diagnóstico microscópico de 100 amostras negativas após o tratamento por 7 dias para malária 

vivax, sendo a cloroquina usada nos três primeiros dias e os últimos dias usada a primaquina. 

Foram encontradas 20 amostras positivas pela nested-PCR para espécie P. vivax, sendo 

negativas para P. falciparum. Das 100 amostras, três haviam sido diagnosticadas como sendo 

infecções mistas por P. vivax e P. falciparum no diagnóstico antes do tratamento. Das três 

amostras mistas, apenas uma foi positiva na nested-PCR para P. falciparum depois do 

tratamento, sendo negativas para P. vivax.  Todas essas amostras foram negativas pelo exame 

microscópico da gota espessa e não há indícios de retorno clínico após o tratamento. 

Pacientes tratados com cloroquina, que não demonstravam mais sintomas da doença e 

nem trofozoítos na gota espessa, ainda podem apresentar gametócitos, não sendo considerados 

fracassos terapêuticos. Entretanto, esses gametócitos são capazes de infectar mosquitos e 

contribuir para continuidade da transmissão da doença. Estudos de avaliação dos efeitos das 

drogas anti-malárigenas na transmissão de parasitas resistentes tem sido realizados com P. 

falciparum em Gâmbia, demonstrando que os gametócitos que emergem após o tratamento 

com cloroquina tem selecionado alelos associados a resistência (SUTHERLAND et al., 2002).   



 

 

A resistência aos antimaláricos envolve vários genes, sendo que alguns deles já foram 

caracterizados como marcadores de resistência a determinadas drogas. Alguns exemplos de 

genes de resistência podem ser citados: mdr (multidroga resistente) em relação ao quinino 

(QN) e a cloroquina (CQ), crt (transportador de resistência a cloroquina), dhps (diidrofolato 

redutase) e dhfr (diidropteroa sintetase) em relação à associação Sulfadoxina-Pirimetamina 

(SP) (HYDE, 2005). O gene pfcrt é um desses genes associado a resistência a cloroquina em 

P. falciparum sendo o principal marcadores moleculares já estudado para essa espécie 

(FIDOCK, 2000).  

A resistência a cloroquina (CQR) pelo P. vivax foi pela primeira vez estudada em 

Papua Nova Guinea em 1989 e Indonésia em 1991. Em pesquisas de campo no Papua houve 

recidiva em alguns de pacientes com o P. vivax depois tratamento com o CQ. Entretanto, há 

diferenças básicas nos mecanismos genéticos e moleculares de resistência a cloroquina (CQR) 

no P. falciparum e P. vivax.  Pesquisas nessa área mostraram que mutações no gene do pfcrt 

são centrais no fenótipo CQR de P. falciparum mas nenhuma mutação pode ser associada 

com o CQR no gene pvcg10,  encontrado no P. vivax e ortologo de pfcrt. Porém, há 

possibilidade de mutações no pvcg10 afetarem no nível de expressão de proteínas, tendo o 

produto um papel potencial em CQR no  P. vivax (NOMURA et al.,2001).  

No Gâmbia, foi realizado um estudo para demonstrar a ação da cloroquina na seleção 

de parasitas resistentes de P. falciparum. Quando há fracasso terapêutico e uma nova infecção 

ocorre é provável que esta seja devido à presença de uma subpopulação parasitas resistentes 

não detectados na avaliação do final do tratamento, a cloroquina removeria então os parasitas 

sensíveis e a baixa densidade de parasitas resistentes expandiria posteriormente. Para 

demonstrar isso, a presença de alelos de resistência (pfmdr-186 e pfcrt-76) na população de P. 

falciparum foi avaliada antes e após o tratamento. Os resultados demonstraram que após o 

tratamento havia maior distribuição de genótipos relacionados a resistência, sugerindo que o 



 

 

tratamento com cloroquina tinha selecionado esse tipo de genótipo. A existência desses dois 

alelos de resistência também foi detectada nos gametócitos persistentes (SUTHERLAND et 

al., 2002).   

O interessante desse resultado é que apenas parasitas viáveis são detectados por nested 

PCR (JAARA ; SNOUNOU, 1998). Somado a isso, o limite de detecção do DNA dos 

parasitas por nested-PCR foi de 4 dias no sangue do hospedeiro vertebrado (FABIAN, et al., 

2004), não sendo possível a positividade do teste diagnóstico ser devido a DNA circulante do 

parasita. Como a análise dos prontuários desses pacientes também não demonstrou nenhuma 

recaída por parte desses pacientes, existe grande possibilidade de que a positividade pela 

técnica molecular seja proveniente da presença de gametócitos na circulação sanguínea. 

A nested-PCR apresenta um limite de detecção de gametócitos melhor do que pela 

microscopia, aproximadamente 3,7parasitas/µl. Estudos mais específicos, com transcrição 

reversa de proteínas expressas por gametócitos, vêm apresentando bom limite de detecção de 

genes estagio-especificas, com 27 gametócitos/µl em analises realizadas com PCR em tempo 

real. De 424 amostras examinadas, 161(38%) foram positivas para presença de gametócitos 

pela nested-PCR, enquanto que somente 97(23%) foi positivas na microscopia. Entretanto, 

nesse estudo, 14 amostras (3.3%) foram detectadas pela microscopia mas não pela PCR por se 

tratar genes específicos desse estagio (WARGO et al., 2006). 

O efeito de uma dose de 45mg de primaquina (Pr) como um gametocida foi 

investigado em 218 pacientes com P. falciparum, tratados com sulfadoxina-pirimetamine (SP) 

em combinação com a Pr. Em 87 casos tratados somente com SP não houve nenhuma 

diferença na quantidade de gametócitos do segundo dia para o sétimo. Em 131 casos tratados 

com SP + Pr, não houve diferença na quantidade de gametócitos encontrados no segundo dia, 

mas houve significativa redução no sétimo dia, sendo que continuava positivo por duas 



 

 

semanas. O uso da SP + Pr reduz a gemetocitogenese de 77% no dia zero para 30% no dia 7 e 

com isso diminui o risco de transmissão da malaria (KANEKO et al., 1989). 

Sabe-se que apenas uma dose de 45mg de primaquina já apresenta atividade 

gametocida, com negativação completa no dia 15 de tratamento (GOGTAY et al., 1999). Em 

um estudo com uso da cloroquina, como esquizonticida, em conjunto com uma dose de 45mg 

da primaquina, como gametocida foram encontradas 23% de gametócitos no dia 29 de 

tratamento. Entretanto, o aumento de 45mg para 60mg de primaquina poderia melhorar a 

eficácia da negativação com necessidade de mais estudos para comprovar o tempo certo para 

negativação (GOGTAY et al., 2006). 

Em um estudo da avaliação da persistência de parasitas (microscopia e PCR) e 

gametócitos (RT-PCR) em pacientes com malaria por P. falciparum, tratados com cloroquina 

(concentração de 25mg/kg) por 3 dias ou sulfadoxina (25mg/kg)-pirimetamina (0,25mg/kg) 

em dose única, parasitas resistentes (visualização de mutações nos genes pfcrt, pfmdr1 e dhfr) 

as essas drogas tinham uma freqüência aumentada, com evidências de aumento da prevalência 

de gametócitos em pacientes infectados com esses parasitas resistentes. A maior densidade de 

gametócitos implicaria em maior chance de infectar mosquitos e com isso aumentar a 

transmissão de parasitas resistentes (ALI et al, 2006). 

Em um estudo recente sobre a prevalência de gametócitos em pacientes, com malaria 

falciparum não complicada, tratados com artemisinina, a média da negativação dos 

gametócitos na lâmina foi de 6-7 dias de tratamento (PIYAPHANEE et al., 2006). Outro 

estudo utilizando uma amplificação quantitativa baseada na amplificação de segmentos de 

ácidos nucléicos (QT-NASBA) de mRNA, demonstrou que técnicas moleculares são mais 

sensíveis (20-100 gametócitos por mL de sangue) que a microscopia (16.000 gametócitos por 

mL de sangue) para avaliar a permanência de gametócitos durante o tratamento, revelando a 



 

 

alta prevalência de níveis submicroscópicos de gametócitos durante o seguimento dos 28 dias 

de tratamento (SCHNEIDER et al., 2006).  

Esse resultado vem demonstrar a finalidade do diagnóstico por PCR nos estudos 

epidemiológicos, para melhor avaliação das populações de parasitas circulantes e com isso 

tentar diminuir a transmissão de gametócitos persistentes em casos não detectados pela 

microscopia. Uma vez que a microscopia pela gota espessa já é considerada como padrão 

ouro para malária em fase sintomática, os métodos moleculares de diagnóstico da doença, que 

são mais sensíveis, como mostra a figura 5, podem e devem ser utilizados para esse tipo de 

avaliação da negativação das amostras em acompanhamento de tratamento dos pacientes em 

área endêmica. 

Sendo assim, a ciência evolui e novas ferramentas vão surgindo para dar suporte às 

pesquisas voltadas para criação de novas drogas, vacinas e métodos de diagnóstico para as 

doenças. Mas é preciso questionar qual a verdadeira vantagem dessas ferramentas e onde elas 

possam ser usadas para acrescentar informações coerentes. Esse trabalho demonstrou o uso 

das ferramentas moleculares de diagnóstico não só para a fase sintomática da doença, 

indicando outras maneiras de se utilizar as ferramentas moleculares para contribuírem com 

descobertas de mais informações sobre a dinâmica das infecções malarígenas e com isso 

aumentar a precisão dos resultados de estudos epidemiológicos desenvolvidos na região 

Amazônica. 

 

 

 

 

 



 

 

CONCLUSÕES 

 

Os testes estatísticos demonstraram boa sensibilidade e especificidade dos métodos 

moleculares para detecção das duas espécies. A co-positividade (sensibilidade) dos três testes 

para P. vivax foi em média 71% e a co-negatividade (especificidade) foi em média 92%. Para 

P. falciparum a co-positividade foi em média 91% e a co-negatividade foi em média 79%. 

Além disso, a concordância entre os testes foi regular. 

 

Os métodos moleculares de diagnóstico são mais sensíveis que o microscópico e por 

isso poderiam contribuir mais com estudos epidemiológicos, diagnóstico de pacientes com 

baixas parasitemias, portadores assintomáticos, infecções criptônicas e na avaliação da 

negativação da parasitemia no monitoramento terapêutico. Entretanto não são indicados para 

rotina de diagnóstico de malária uma vez que os resultados positivos por essa técnica não 

significam necessariamente que o paciente desenvolva a doença.  
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ANEXOS  
 

ANEXO 1 - TCLE- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 

Projeto: Caracterização molecular e fenotípica de isolados de Plasmodium falciparum e 

Plasmodium vivax de localidades endêmicas do Estado do Amazonas.  

 

Patrocinador: Fundação de Medicina Tropical do Amazonas (FMTAM) 

Equipe responsável: Dr. Pedro Paulo Vieira 

Dra. Mônica Regina Costa Manso 

  Dra. Maria das Graças Costa Alecrim 

   Cynthia de Oliveira Ferreira 

   

Descrição e objetivo do estudo 

Trata-se de um estudo laboratorial, descritivo, prospectivo, em amostras de sangue total de 

pacientes, oriundos da demanda natural, que procuram a FMTAM para diagnóstico da malária 

e de pacientes residentes em diferentes regiões malarígenas no estado do Amazonas. Este 

estudo tem por objetivo a caracterização genética de diferentes populações de plasmódios e 

análise da presença de genes de resistência aos antimaláricos em isolados de parasitas 

provenientes de diferentes localidades endêmicas do estado do Amazonas. 

 

Riscos associados ao estudo 

Retirada de amostra de sangue: o meu maior desconforto é no momento em que a 

pele for ferida por uma agulha. 

 

Benefícios 

 Participando neste estudo, nem eu/ou meu filho obteremos qualquer benefício 

adicional, mas estaremos contribuindo para o conhecimento de quantas pessoas são 

afetadas por este tipo de doença. 

 

Confidencialidade e avaliação dos registros 

 Minha participação (ou de meu filho) neste estudo será confidencial e os registros 

ou resultados dos testes relacionados ao estudo serão mostrados apenas a representantes 

da Fundação de Medicina Tropical do Amazonas, bem como a autoridades normativas 



 

 

nacionais ou internacionais, com o objetivo de garantir informações de pesquisas 

clínicas ou para fins normativos. Minha identidade (de meu filho) permanecerá sempre 

em confidencialidade. 

 

Direito à retirada do estudo 

Eu tenho direito de fazer qualquer pergunta referente aos riscos potenciais ou 

conhecidos para mim/meu filho durante minha (dele/dela) participação neste estudo. 

 Eu tenho direito de retirar minha participação/ de meu filho neste estudo a 

qualquer momento. 

 

Participação voluntária 

A minha participação/ de meu filho neste estudo é voluntária. Se eu (ele/ela) recusar 

a participação neste estudo, não haverá qualquer tipo de retaliação ou perda de 

benefícios a que eu / meu filho tenha direito. 

Eu tenho direito de manter uma cópia assinada deste documento. 

Em caso de necessidade poderei entrar em contato com o Dr. Pedro Paulo Vieira ou 

a Dra. Mônica Regina Costa Manso pelo telefone 238-1711 ramal 219 (Gerência de 

Malária). 

Consentimento Pós-informação 

E, por estar devidamente informado e esclarecido sobre o conteúdo deste termo, 

livremente, expresso meu consentimento para minha inclusão, como sujeito, nesta 

pesquisa. 

        

Paciente ou representante legal    Data 

 

 

Pesquisador responsável     Data  

 
                        Impressão dactiloscópica (p/ analfabeto) 

 

 

 
 
 
 



 

 

ANEXO 2 - Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa - FMTAM 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 



 

 

ANEXO 3 -  Diagnóstico microscópico pela gota espessa 

Diagnóstico laboratorial mais utilizado para a detecção de plasmodio na rotina de 

exames para malária no Brasil. Consiste na visualização do plasmódio nos estágios 

encontrados no sangue, permitindo tanto a identificação da espécie, quanto especificar o 

estágio de desenvolvimento do parasita, fornecendo informações sobre sua a viabilidade e 

quantificação (Neves et al, 1998).  

Esse teste é realizado pelos técnicos da FMTAM, e por funcionários dos postos de 

saúde (FUNASA), espalhados pelo interior do estado, quando o paciente procura o serviço de 

assistência médica com sintomas clínicos da doença. 

A coleta do material para esse tipo de exame é realizada por punção digital de 

aproximadamente 0,25l de sangue em lâmina de vidro, segundo as normas da Organização 

Mundial da Saúde (OMS). A secagem da lâmina pode ser em estufa a 37C ou em 

temperatura ambiente. A coloração da lâmina é com Giemsa diluído em pH de 7,2, onde o 

núcleo cora de vermelho e o citoplasma cora de azul, baseado no método de coloração de 

Walker. A visualização da lâmina é em microscópio óptico com objetiva de 100x e ocular de 

10x. A leitura é feita em 100 campos e quando há duvida do resultado, é realizada uma 

revisão em 500 campos (Anexo 2).   

O limite de detecção dos parasitas pelos técnicos é de 10-20 parasitas por l de 

sangue, que corresponde a 0,004% da parasitemia. O resultado do diagnóstico é expresso em 

cruzes após exame de 100 campos microscópicos, onde: 

Meia cruz: Até 40 parasitas nos 100 campos 

+    : 41 – 100 parasitas nos 100 campos, corresponde a 1 parasita por campo  

 ++   : 2 – 20 parasita por campo 

 +++ : 21 – 200 parasitas por campo 

 ++++:  201 parasitas por campo 



 

 

ANEXO 4 - Esquema de tratamento para a malária utilizado na FMTAM 

 
MALÁRIA NÃO-GRAVE (PARASITEMIA MENOR OU IGUAL A ++) PELO P. vivax 
ADULTOS 
 D0 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 
Cloroquina 
(VO) 150mg 

4 
comp 

3 
comp 

3 
comp - - - - - - - - 

Primaquina 
(VO) 15mg - - - - 2 

comp 
2 
comp 

2 
comp 

2 
comp 

2 
comp 

2 
comp 

2 
comp 

CRIANÇAS 
 D0 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 
Cloroquina 
(VO) 150mg 

10 
mg/kg 

7,5 
mg/kg 

7,5 
mg/kg - 1 ou 2 

comp 
1 ou 2 
comp 

1 ou 2 
comp 

1 ou 2 
comp 

1 ou 2 
comp 

1 ou 2 
comp 

1 ou 2 
comp 

 
MALÁRIA NÃO-GRAVE PELO P. falciparum 
1ª ESCOLHA: ADULTOS 
 D0 D1 D2 D3 D4 
Quinino (VO) 
500mg 1 comp. 8/8h 1 comp. 8/8h 1 comp. 8/8h - - 

Doxicilina (VO) 
100mg 

1 comp. 
12/12h 

1 comp. 
12/12h 

1 comp. 
12/12h 

1 comp. 
12/12h 

1 comp. 
12/12h 

 

O esquema com uso de doxicilina é prescrito para pacientes abaixo de 12 anos e 

pacientes gestantes. 

1ª ESCOLHA: GESTANTES E CRIANÇAS (2ª ESCOLHA PARA ADULTOS) 
 D0 D1 D2 D3 D4 
Mefloquina (VO) 250mg 20mg/kg 4 comp. (2 comp+2 comp após 6 horas) - - - - 
 

Nos pacientes com malária mista (concomitância da infecção pelo P. falciparum e P. 

vivax), o tratamento será realizado como se fora para malária falciparum (seguir a mesma 

rotina de acordo com a parasitemia e a gravidade clínica), associando-se, ao final, a mesma 

dosagem de primaquina preconizada para o tratamento da malária vivax.  

 

 

 



 

 

ANEXO 5 - Protocolo de extração de DNA 
 

Kit UltraClean — MO BIO Laboratories 
 

Componentes                  Quantidade                                      Descrição 
Proteinase K                  31.25 mg                                            Proteinase K 
Solução Bi                  55 ml                                            Guanidina HCI/Tween 
Solução B2                  55 ml                                            100% etanol 
Solução B3                  137.5 ml                                            Etanol/Guanidina HCI 
Solução 84                  160 ml                                                  Etanol, Tris-HCI 
Solução B5                  55 ml                                           10 mM  Tris-HCI 
Filtros/colunas      250                                                        Coluna/tubo 2.0 ml 
Tubos de 2.0 ml       750                                           Tubos de microcentrífuga 
 
Obs. Adicionar 5.5 ml de água destilada à Proteinase K liofilizada.    
 
Proteinase K reconstituída é estável por 02 meses acondicionada à 4°C. Em alíquotas e 
armazenadas à - 20°C, validade prolongada. 
 
Soluções B2,B3 e B4 são inflamáveis. 
 
Utilizar luvas durante todo o processo de extração. 
 
1. Em tubo de 1,5 ml (eppendorf- não fornecido no kit) colocar 20 de Proteinase K, adicionar 
200L de sangue total 
Opcional: Rnase A pode ser adicionada a esta etapa. Usar 2itL de 2Omg/ml 
2. Adicionar 200 L de solução B1 
3. Vortex por 15 segundos 
4. Incubar a 65°C por 10 minutos 
5. Centrifugar brevemente para remover gotas da tampa 
6. Adicionar 200L de solução B2 
7. Vortex por 15 segundos 
8. Centrifugar brevemente para remover gotas da tampa 
9. Transferir toda mistura para uma coluna 
10. Centrifugar a 11000 rpm por 2 minutos 
11. Transferir a coluna para um tubo limpo/novo 
12. Adicionar 500L de solução B3 à coluna 
13. Centrifugar a 11000 rpm por 1 minuto 
14. Remover a coluna, desprezar o filtrado, recolocar a coluna 
15. Adicionar 500L de solução B4 à coluna 
16. Centrifugar a 11000 rpm por 1 minuto 
17. Remover a coluna, desprezar o filtrado, recolocar a coluna 
18. Centrifugar novamente a 11000 rpm por 1 minuto 
19. Remover a coluna para um tubo limpo/novo identificado com identificação e data das 
amostras 
20. Adicionar 200 L de solução B5 à coluna 
21. Incubar a 65°C por 5 minutos 
22. Centrifugar a 11000 rpm por 2 minutos 
23. Remover a coluna. Armazenar o extrato a — 20°C 
 



 

 

 
ANEXO 6 - Protocolo de Extração de DNA - CHELEX 10% 
 

1. Colocar lmL de água em tubo de 1,5 ml 

2. Adicionar a amostra (papel de filtro) 

Obs: Dobrar o papel de filtro com sangue e retirar 1 bolinha de 1mm 

3. Homogeneizar levemente e incubar em temperatura ambiente por 30 minutos 

4. Centrifugar por 3 minutos a 14.000 rpm 

5. Retirar o sobrenadante (cerca de 920 L). Deixar o papel. 

6. Adicionar 150 L de Chelex 10% 

7. Incubar a 56°C por 30 minutos 

8. Vortex por 10 segundos 

9. Incubar a 100°C por 10 minutos 

10. Vortex por 10 segundos 

11. Centrifugar por 3 minutos a 14000 rpm 

12. Armazenar em freezer 

 

OBS.: Quando utilizar o extrato de DNA: vortex, centrifugar por 3 minutos a 14000 rpm 

Chelex 10% - autoclavar a solução e durante o uso manter em agitação com magnético. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ANEXO 7 - Géis do diagnóstico molecular em D0 
 

 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXO 8 - Géis do diagnóstico molecular para P. vivax em D7 
 

 

 

 

 
 

200pb 
100pb 

Mw V+  V-  1v  F+   F-  1f 

200pb 

100pb 

Legenda: bandas de 120pb = P. vivax 

Mw  V-  V+   2     3    4     5     6     7    8      

200pb 

100pb 

Legenda: bandas de 120pb = P. vivax 

Mw V- V+ 9  10  11 12 13 14  15 16 17 18 19 20 

200pb 

100pb 

Legenda: bandas de 120pb = P. vivax 

Mw V- V+ 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 

Legenda: bandas de 120pb = P. vivax;    205pb = P. falciparum    



 

 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

200pb 

100pb 

Legenda: bandas de 120pb = P. vivax 

Mw V- V+ 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49  

200pb 

100pb 

Legenda: bandas de 120pb = P. vivax 

Mw V-V+ 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 

200pb 

100pb 

Legenda: bandas de 120pb = P. vivax 

Mw V- V+ 72 73 74  75  76  77 78 79  80  81 82 
83 

200pb 

100pb 

Legenda: bandas de 120pb = P. vivax 

MwV- V+ 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99100 



 

 

ANEXO 9 - Gráficos de diagnóstico por PCR em tempo real 
 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 


