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1  Introdução 

 

1.1  Malária no mundo 
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et al.
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et al



Fonte: et al.

 
Figura 1 - Plasmodium falciparum

1.2  Malária no Brasil

Plasmodium falciparum P. vivax P. malariae, s

P. vivax
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1.3  Malária na Região Extra-Amazônica – situação no Estado de Minas Gerais 
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1.4  Parasitas da malária humana e ciclo biológico 

Plasmodium

Plasmodium falciparum P. vivax P. malariae 
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et al
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 P. falciparum 

Anopheles stephensi & P. 

gallinaceum  Aedes aegypti et al

et al
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Figura 2 - Plasmodium sp. 

1.5  Diagnóstico laboratorial de malária humana 



1.5.1  Microscopia Ótica, padrão-ouro 

et al

et al

1.5.2  Testes imunocromatográficos rápidos 

et al
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1.5.3  Ferramentas Moleculares 

Plasmodium
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2 Justificativa 
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3 Objetivos 

3.1 Objetivo Geral 

 

3.2  Objetivos Específicos 

P. 

falciparum, P. vivax P. malariae; 

 



4  Material e Métodos 

 

4.1  Painel de amostras 

4.1.1  Área endêmica 

P. vivax

P. falciparum
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Tabela 3 -

4.1.2  Área não endêmica 

Amostras MO
* N (%) 

Total (%) 

Amostras MO
* N (%) 

Total (%) 



P. falciparum P. vivax

P. falciparum P. 

vivax

 
 
Tabela 4 -

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

P.falciparum/P. vivax

Características  
 

Mediana da idade/anos
 

Gênero
 

Atividade relacionada à exposição (n, %)  

Malária aguda (n, %) 
Plasmodium falciparum 

Plasmodium vivax 

Sim 

Positividade Total, n (%) 

Não 
 

 
 

Local Provável de Infecção (n, %) 
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Indivíduo Dia 0  LVC 1 LVC2 LVC3 LVC4 

 
 

 Plasmodium. vivax; P. falciparum;  

 ; 

 

Amostras MO
* N (%) 

Total 



4.2  Extrações de DNA genômico 

 
4.2.1  Extração de DNA a partir de sangue total 

µ

µ

4.2.2  Extração de DNA mediante sangue total em papel de filtro 

µ



µ

µ

µ

µ

4.3  Papel de Fitro 

4.4  Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

  

4.4.1  Controle das extrações de DNA genômico 

et al.

 

4.4.2  Nested-PCR 

et al.



 
 
4.4.3  PCR em Tempo Real  

et al.

master mix
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P. falciparum

P. vivax

P. malariae/P. brasilianum

 
 



Tabela 7.

Alvo PCR Iniciadores*
 

Sequência de nucleotídeos (5´ - 3´) Tamanho do fragmento 

Plasmodium sp. 

Plasmodium vivax 

Plasmodium falciparum 

Plasmodium malariae 

Plasmodium sp.

       * et al. et al. et al.

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4.4.4  Amplificação do Genoma Total (WGA-Whole Genome Amplification) 

 

 
 

4.5  Análises Estatísticas 

κ



 

 



5  Resultados 

 

5.1  Desempenho da Nested-PCR versus PCR em Tempo Real 

Tabela 8 -

 

Amostras MO PCR (%) 

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

Real** 

Positivas 

Negativas

 

 



 
 
Tabela 9 -

Parasitas/µL de sangue (n)Método 
Molecular

Nested
 
 
 
Real Time 
 
 

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

estocadas em papel de filtro 



≤

≤

Tabela 10 -

Amostras MO 
PCR em diferentes métodos de 

extração (%) 

 
Sangue 

Total 

Sangue Total em 

Papel de Filtro 

 

Parasitas/ L (n)* 

 30µL 60µL 

Positivas 

 

Negativas 

 



Tabela 11 -

Parasitas/µL de sangue (n)  
Método de 
Extração

Sangue
 
 
 
Papel de 
Filtro 
 
 

P. falciparum P. 

vivax,

 

Tabela 12 -

 
Parasitemia1 Espécie parasitária 

(MO - n) 
Espécie parasitária (PCR) 

  Sangue Papel de Filtro 
   30µL  60µL  

>3000 P. falciparum

 P. vivax
 

1001-3000 P. falciparum

 P. vivax

 
 

301-1000 P. falciparum

 P. vivax
 

101-300 P. falciparum

 P. vivax
 

1-100 P. falciparum 

P. vivax
P. falciparum 

 P. vivax. 



5.3  Avaliação da Nested-PCR nos Serviços de Saúde do Estado de Minas Gerais com 

referência para o diagnóstico laboratorial de malária 

 

 
 
Tabela 13 -

Amostras MO PCR 

Positivas 

 
Negativas2 



Tabela 14 -

 

Parasitemia1 Espécie parasitária 
(MO - n) 

Espécie parasitária 
(PCR) 

>300 P. falciparum

 P. vivax

 
 

101-300 P. falciparum

 P. vivax
 

1-100 P. falciparum

 P. vivax
 

P. falciparum P. vivax  
 

 

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

humana 



Figura 3 - Acompanhamento de cura pela Microscopia Óptica(MO) e Nested-PCR, de pacientes 

diagnosticados como positivos para malária nos Serviços de Saúde de Minas Gerais (n=13).



6  Discussão

6.1  Desempenho da Nested-PCR e PCR em Tempo Real em função da parasitemia 
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6.2  Desempenho da Nested-PCR a partir de amostras de sangue coletadas em sangue total 

e em papel de filtro 
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et al. et al. et al.
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6.3  Avaliação da Nested-PCR em Serviços de Saúde de Referência de Minas Gerais 
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7  Conclusões 
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