Ministério da Saude
Fundagio Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de Pé6s-graduac@o em Ciéncias da Saude

A REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE COMO TECNICA
AUXILIAR NO DIAGNOSTICO DE MALARIA EM SERVICOS DE SAUDE

DE REFERENCIA EM MINAS GERAIS

por

DANIELA CAMARGOS COSTA

Belo Horizonte

Fevereiro/ 2010

DISSERTACAO MDIP — CPqRR D. C. COSTA 2010




Ministério da Saude
Fundagao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de Pé6s-graduac@o em Ciéncias da Saude

A REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE COMO TECNICA
AUXILIAR NO DIAGNOSTICO DE MALARIA EM SERVICOS DE SAUDE
DE REFERENCIA EM MINAS GERAIS

por

DANIELA CAMARGOS COSTA

Dissertacdo apresentada com vistas a
obtengdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias na area de concentragdo

Doengas Infecciosas e Parasitarias.

Orientagdo: Dra. Luzia Helena Carvalho

Belo Horizonte

Fevereiro/ 2010

II



Catalogagao-na-fonte

Rede de Bibliotecas da FIOCRUZ
Biblioteca do CPqRR

Segemar Oliveira Magalhdes CRB/6 1975

C837r
2010

Costa, Daniela Camargos.

A Reagdo em Cadeia da Polimerase como técnica
auxiliar no diagnostico de malaria em servigos de satide de
referéncia em Minas Gerais / Daniela Camargos Costa. —
Belo Horizonte, 2010.

xvii, 45 f.: il.; 210 x 297mm.

Bibliografia: f.: 55 - 62

Dissertagdo (Mestrado) — Dissertagdo para obtengdo do
titulo de Mestre em Ciéncias pelo Programa de Pos -
Graduagdo em Ciéncias da Satide do Centro de Pesquisas
René Rachou. Area de concentragiio: Doengas Infecciosas e
Parasitarias.

1. Malaria/diagnostico 2. Reacdo em Cadeia da
Polimerase/métodos 3. Servigos de Satde/tendéncia I.
Titulo. II. Carvalho, Luzia Helena (Orientagio).

CDD —22. ed. - 616.936 2

I



Ministério da Saude
Fundagao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de Pé6s-graduac@o em Ciéncias da Saude

A Reaciio em Cadeia da Polimerase como técnica auxiliar no diagnéstico de

malaria em Servicos de Saiide de referéncia em Minas Gerais

por

DANIELA CAMARGOS COSTA

Foi avaliada pela banca examinadora composta pelos membros:

Prof. Dra. Luzia Helena Carvalho (Presidente)
Prof. Dra. Célia Maria Ferreira Gontijo
Prof. Dra. Kezia Katiane Gorza Scopel

Suplente: Prof. Dra. Flavia Guimardes Rodrigues

Dissertacio defendida e aprovada em: 26/02/2010.

v



“Ndo vai demorar que passemos adiante uma grande e bela
ciéncia, que faz arte em defesa da vida”.

Carlos Chagas



A minha mde, pessoa adoradvel e de inestimavel
valor a quem dedico essa conquista e todo meu

amor.

VI



AGRADECIMENTOS

Agradego primeiramente a Deus, por seu imensuravel amor e pelo dom da vida.

Agradego por cada uma das dificuldades enfrentadas em minha trajetoria, pelas lutas
desde a conclusdo de minha graduagéo, pelas pessoas que encontrei no caminho que me langaram
pedras e desacreditaram em mim. Sou grata a todas essas experiéncias que sO me fizeram
amadurecer e me tornar uma pessoa melhor, mais forte, determinada e cheia de sonhos.

Agradego por ter uma familia tdo linda, que sempre acreditou em meu potencial e me
incentivou além dos estudos a ser uma pessoa integra. A todos vocés, minha mais sincera
gratiddo. A minha “mamis”, a melhor de todas as mées, que sempre se doou para que eu tivesse o
melhor, que abriu mido de muitas coisas por minha causa e que tanto se empenhou para que eu
chegasse até aqui. Aos tios Katia e Israel pela ajuda, a minha tia Glaucia pelos sabios conselhos,
aos meus padrinhos Eliane e Rodrigo pelo exemplo de vida. Ao meu tio Marcos pela marmita
gostosa de cada dia, a0 meu tio André pelo bom humor. As minhas primas e melhores amigas
Fernanda e Anna Claudia. Aos primos Juliana, Sérgio, Maria Eduarda, Fabricio, Cristiano,
Gustavo, Raphael, Samuel e Gabriela, pelo carinho constante. Cada um de vocés colore meus
dias com muita alegria.

A meu pai, pelo convivio saudavel que nasceu junto a essa dissertacdo, no inicio de 2008,
e pela familia maravilhosa que tenho descoberto a cada dia. Aos meus irméos Jodo Vitor e Luiza
pelas risadas que fortalecem meu coragdo.

A querida Toninha e familia, pelo acolhimento durante meus estudos na cidade
aconchegante de Votuporanga, Sao Paulo. Essa vitdria é nossa!

A cada um dos amigos do Laboratério de Leishmanioses do CPgRR, onde iniciei e me
apaixonei pela pesquisa. Obrigada a todos, em especial ao Dr. Edelberto Santos Dias, pela
oportunidade tdo rica. Agradego também a amizade sincera e duradoura de Luciana e Shara.

Agradego a minha orientadora, Dra. Luzia, por me receber tdo bem ¢ acreditar em meu
talento. Obrigada por todos os momentos de aprendizado e crescimento que solidificaram minha
formagdo académica. Admiro sua pessoa, seu enorme coragdo ¢ sua trajetoria tdo exemplar na
pesquisa. Agradego também os doutores Flora Kano, Ana Paula Madureira, Cristiana Brito,
Isabela Ceravolo, Antoniana Krettli, Luciano Moreira, Tais Nobrega, Flavia Rodrigues ¢
Bernardo pelos ensinamentos. Em especial, agradeco de coragdo a Dra. Flora por toda ajuda e

amizade e também a Dra. Ana Paula, pela grande contribuigéo e apoio.

VI



Ao suporte da Alice, Geraldo e Jaqueline, imprescindiveis para este trabalho.

Aos amigos do laboratdrio de Maléria, em ordem alfabética, pois prefiro todos: Armando,
Bruna, Bruno Coelho, Bruno Sanchez, Diego, Fernanda Freire, Fernanda Rezende, Fernando,
Flavia Alessandra, Flavia Carolina, Flavia, Izabela Ibraim, Isabela Oliveira, Joaquim, Julia,
Juliana, Leticia, Lucas, Luiza, Marina, Paula, Renata, Ricardo, Veronica e Walison. Obrigada a
todos pelo agradavel convivio e por todo empenho em me ajudar e ensinar tanto. Agradego
também a Marli e Florenga por manterem nosso ambiente de trabalho sempre limpo e agradavel.

Aos individuos das comunidades endémicas que contribuiram para a concretizagdo dessa
pesquisa, que vivem em condi¢des tdo precarias e ainda assim apresentam um brilho no olhar e
um sorriso indescritivel na face, que cativaram minha alma.

Aos individuos dos Servigos de Satide de Minas Gerais e aos colaboradores deste Estado
Zumpano, Maria Helena, Ednaldo e Jean, por todo o trabalho na coleta e envio das amostras. Ao
professor Cor e toda a equipe de campo pela ajuda e ensinamentos.

Agradego igualmente a coordenagéio e ao professores do Curso de Pos-graduagdo do
CPgRR, bem como a CAPES e FIOCRUZ pelo apoio financeiro.

A Biblioteca do CPqRR, por prover acesso gratuito local e remoto & informagio técnico
cientifica em satide custeada com recursos publicos federais, integrante do rol de referéncias
desta dissertagdo, também pela catalogagdo ¢ normalizagdo da mesma.

A cada um que de uma forma ou de outra contribuiu para essa conquista, todo o meu

apreco.

VIII



Lista de Figuras.....

SUMARIO

LiSta de TaDEIAS......ccviviiiieeiietieieiecie ettt ettt et s e eseeanenaenns

Lista de Abreviaturas € SImbOIOS..........ccceveerieiriiieeieieiere ettt

RESUIMO. ..t sttt st n e en e sneeneene

Abstract.................

INEFOAUGAO. ...ttt s st

1.1 Malaria 10 MUNAO........ceiviirieieieieetiete ettt eeesaeeveebe e ensesneerens

1.2 Malaria 10 Brasil........cocoveieiieiiiiieieieieeece ettt

1.3 Malaria na Regido Extra-Amazonica — situagao no Estado de Minas Gerais.....

1.4 Parasitas da m

alaria humana e ciclo biolOZICO......cccovviveiriniiiccccce

1.5 Diagnostico laboratorial de malaria humana...........ccococeccvivivicinneecnnnccenen

1.5.1 Microscopia Otica, padrfio-OUTO.............oveovveereereeeeeeeeseeeeseeseee e

1.5.2 Testes imunocromatograficos rapidos.......cccccerevererieierierinenenineenieeeeeeeene

1.5.3 Ferramentas MOlECUIAreS..........cccevvrierieirieririeieeieteeeteieteetee et

Justificativa..........

Objetivos .............
3.1 Objetivo Geral

3.2 Objetivos ESPECIfiCOS. ..c.crueiruirieiriiieietesteiteieee ettt

Material € MELOOS............covevveiieieieieeeeeeetete ettt e e s e ssasseesnessensenes

4.1 Painel de amOSIAS. ........ecvevirieeirieieiinieeeierte ettt se e a e e ene s ns

4.1.1 Area endémi

ca....

4.1.2 Areando endémica..........

4.2 Extragdes de DNA gendmico..........cccccue.e.

4.2.1 Extragdo de DNA a partir de sangue total..........c.coeeeirneennnecnnnecenene

4.2.2 Extragdo de
4.3 Papel de Filtro

DNA mediante sangue total em papel de filtro..........ccooeerunene.

XII
X1V
XVI
XVII

18
18
19
20
21
24
25
25
26

28

29
29
29

30
30
30
31
34
34
34
35

IX



4.4 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR).......ccoueeuirininiiiininicninecrensecee e
4.4.1 Controle das extragdes de DNA ZENOMICO.........cveeirivreuiennieriiririeectneneeveneeas
4.4.2 Nested-PCR........occiiiiiiiiieiciette ettt
4.4.3 PCR em Tempo Real........ccoeiiiiiiiiiiiieeeee e
4.4.4 Amplificagdo do Genoma Total (WGA-Whole Genome Amplification).........

4.5 ANAlises EStAtISTICAS.....ceeveieriieeieieietieieieteteeeee et eete e e ese st s e s e esesseneenas

RESUIEAA S eeeeesee et
5.1 Desempenho da Nested-PCR versus PCR em Tempo Real.........ccccccovveinennnne.

5.2 Desempenho da Nested-PCR em amostras de sangue extraidas de sangue total e
estocadas em papel de fIltro..... ..o
5.3 Avaliagdo da Nested-PCR nos Servigos de Satde do estado de Minas Gerais
com referéncia para o diagnostico laboratorial de malaria............cccoceeeeenecncnncnnnne.
5.3.1 Avaliagdo da Nested-PCR para o acompanhamento de cura de pacientes com
MAlAria NUMANA.......c.oviiiiiicic ettt ettt

DIESCUSSAO. .......cviiiiiiiiicic bbb
6.1 Desempenho da Nested-PCR e PCR em Tempo Real em fungdo da
PATASIEEIINIA. c...vveeceteee ettt ettt b ettt ettt b et sttt et tene
6.2 Desempenho da Nested-PCR a partir de amostras de sangue coletadas em
sangue total € em papel de filtro.......cooeueveririeeinniie e

6.3 Avalia¢do da Nested-PCR em Servigos de Saude de Referéncia de Minas Gerais

COMCIUSDES. ...ttt ettt ettt e e e te et e satesateesteenteenseenteeseesanesasesanes

Anexo: Carta de Aceite do COmit8 de BHCA. ........o..oveveeeeeeeeee oo

Referéncias Bibliograficas................cccoooiiiiiiii

35
35
35
36
39
39

41

41
4

45

46

48

48

50
51

53

54

55



Figura 1
Figura 2

Figura 3

LISTA DE FIGURAS

Mapa da distribui¢do mundial da malaria por Plasmodium falciparum........
Desenho esquematico representando o ciclo de vida do Plasmodium sp.........
Acompanhamento de cura pela Microscopia Optica(MO) e Nested-PCR, de

pacientes diagnosticados como positivos para malaria nos Servigos de Satide
de Minas Gerais

47

XI



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

LISTA DE TABELAS

Casos confirmados de malaria segundo classificagdo epidemioldgica, por
origem de infecgdo, notificados em Minas Gerais, 2003 a 2008..................

Distribui¢ao de frequéncia das amostras positivas ¢ negativas para malaria
em fungdo da densidade parasitaria, utilizadas no estudo comparativo entre
a Nested e o PCR em Tempo Real de individuos provenientes da
AMAzONIa Le@al........ccoveiriiiiiiiiicieeencteee e

Distribui¢ao de frequéncia das amostras positivas e negativas para malaria
em funcdo da densidade parasitaria, utilizadas no estudo comparativo entre
a extragdo de DNA a partir de papel de filtro e sangue total de individuos
provenientes da Amazonia Legal...........cccooviecenniicinnncccnnne

Dados demograficos, epidemiologicos e parasitologicos dos 70 individuos
suspeitos de infeccdo maldrica apresentados aos Servicos de Saude de
Minas Gerais, no periodo de fevereiro a novembro de 2009.......................

Distribui¢@o da frequéncia de amostras positivas e negativas para malaria
referentes a individuos de Servigos de Saude de Minas Gerais, no periodo
de fevereiro a novembro de

Individuos com malaria aguda dos Servigos de Saude de Minas Gerais, que
foram acompanhados durante e/ou pos o tratamento para malaria........

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

Desempenho da Nested-PCR ¢ PCR em Tempo Real, comparadas a
Microscopia Optica (MO), de acordo com a densidade parasitaria..............

Sensibilidade e especificidade de duas técnicas moleculares tendo a
Microscopia Optica como padrdo ouro, em diferentes parasitemias............

Distribui¢do de frequéncia das amostras positivas e negativas para malaria
na Nested-PCR e na Microscopia Optica (MO), mediante trés protocolos
de extracdo de DNA eNnOMICO......ccoveverierierirrerieieierieieeeresteeeveeeeereneesennens

Sensibilidade, especificidade e concordancia kappa de diferentes métodos
de extragdo de DNA, sangue versus papel de filtro, em diferentes
densidades Parasitirias...........cocveeeereriererineniereinise et

21

31

31

32

33

33

38

41

42

43

44

XII



Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Positividade por espécie parasitdria nos protocolos de Nested-PCR e
Microscopia Optica (MO).....c.evueirerieieieieinieieieieeeete et

Distribui¢ao de frequéncia das amostras positivas e negativas para malaria
na Nested-PCR e na Microscopia Optica nas amostras de sangue dos
individuos suspeitos para infec¢do malarica dos Servigos de Saude de
Minas Gerais, no periodo de fevereiro a novembro de 20009.......................

Positividade por espécie parasitaria nos protocolos de Nested-PCR e
Microscopia Optica (MO), individuos suspeitos para infecgdo malérica dos
Servigos de Satde de Minas Gerais, fevereiro a novembro de 2009.....

44

45

46

XIII



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

CDC - Centers for disease Control and Prevention
[Z] DNA — Acido desoxirribonucléico
dNTP — Deoxinucleotideos trifosfatos
DP — Demanda passiva
EDTA - Acido etilenodiaminotetracético
Kb — Kilobases
LVC — Lamina de verificagdo de cura
LAMP-PCR — Loop-Mediated Isothermal PCR
M — Molar
mg — Miligrama
ml - Mililitro
mM — Milimolar
MO — Microscopia optica
MR4 — Malaria Research and Reference Reagent Resource Center
N — Numero de individuos
NEG — Negativo
OMS - Organizagao Mundial de Saude
pb — Pares de base
PCR — Reagao em cadeia da polimerase
Pe — Concordancia esperada
Pf— Plasmodium falciparum
P{/Pv — Infecgido mista
[E] PNCM — Programa Nacional de Preveng¢do e Controle da Malaria
Po — Concordancia observada
POS - Positivo
(& Py — Plasmodium vivax
[Z] RBM - Roll Back Malaria
RDT — Rapid Diagnostic Tests
RNA — Acido ribonucléico
X1V



[] SINAM — Sistema de Informagdes de Agravos de Notificagdo
SSU rRNA — Subunidade menor do RNA ribossomal

SVS — Secretaria de Vigilancia em Satide/Ministério da Saude
TAE — Tampao Tris-acetato EDTA, pH 8,0

WGA — amplificagdo do DNA genémico total

x g — Gravidade

XV



RESUMO

O diagnostico de rotina para malaria humana continua sendo um desafio para os laboratdrios dos
paises onde a doenca ¢ endémica. Nestas areas, o diagnostico de rotina continua sendo a
microscopia optica (MO), que apesar de sua relativa simplicidade e baixo custo, depende de um
microscopista bem treinado. Diante desta limitagdo, a partir da década de 90, muitos protocolos
baseados na Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tém sido publicados, o que tem permitido a
identificac@o e caracteriza¢do das espécies de plasmodios. O grande impacto da PCR tem sido,
principalmente, em estudos epidemioldgicos, pela possibilidade de detectar parasitas abaixo do
limite de detecgdo da MO. Entretanto, poucos estudos tém validado a PCR em laboratorios de
referéncia de paises endémicos, onde os microscopistas sdo capazes de detectar parasitemias tdo
baixas quanto 5 parasitas/uL de sangue. Diante disso, propds-se, no presente trabalho, avaliar a
técnica de PCR como ferramenta auxiliar no diagnoéstico de malaria em Servigos de Satude de
referéncia para o diagnostico laboratorial de malaria em Minas Gerais. Inicialmente, o
desempenho de duas técnicas moleculares, a Nested-PCR e a PCR em Tempo Real, foi avaliado
em 94 amostras de campo. Os resultados permitiram concluir que ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre a Nested-PCR e a PCR em Tempo Real. Além disso, para
simplificar a coleta das amostras, foram comparadas extra¢des a partir de sangue total e sangue
em papel de filtro, com volumes de 30 e 60uL de sangue em papel (n=70). Nao houve diferenca
entre a PCR realizada com amostras de sangue total ou em papel de filtro. De relevancia, todos os
protocolos de PCR apresentaram limitagdes para detectar parasitemias abaixo de 100
parasitas/pL de sangue. Estes resultados, embora aparentemente contraditorios com a literatura,
estdo de acordo com os poucos estudos que avaliaram em amostras de campo a sensibilidade da
PCR em fungéo da densidade parasitaria. De fato, em diversos protocolos a detecgdo da PCR ¢ de
<1 parasita/ pL de sangue, porém tal detec¢do tem sido baseada em amostras de DNA obtidas a
partir de parasitos em cultura ou DNA plasmidial. Apesar destas limitagdes, em uma proxima
etapa, optou-se por avaliar a técnica de PCR nos servigos de saide dos municipios de Belo
Horizonte e Uberlandia, no periodo de fevereiro a novembro de 2009. Neste periodo, 70
individuos com suspeita de infecgdo malarica procuraram os servigos, sendo 22 deles
diagnosticados como positivos pela microscopia Optica. Em todos os individuos, positivos e
negativos, os resultados da PCR concordaram com a MO, inclusive em relacdo a espécie de
plasmédio. Neste grupo, as baixas parasitemias ndo foram freqiientes ja que os pacientes que
procuraram o servico apresentavam altas parasitemias (>300 parasitas/ul. de sangue). Para a
maior parte dos individuos que retornaram aos servigos para verificagdo da cura parasitologica
(11/13), a PCR concordou com a MO, sendo que em dois deles, a PCR permaneceu positiva
enquanto a MO ja havia negativado. Pode-se concluir que a PCR tem limitagdes para detecgéo de
baixas parasitemias e recomenda-se cautela ao se estabelecer a PCR como ferramenta
diagndstica, ja que a amplificacdo do DNA pode néo significar doenca clinica.
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ABSTRACT

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

1.1 Maldria no mundo

Devido as suas elevadas taxas de mortalidade ¢ morbidade, a malaria humana ¢
considerada a doenga parasitaria mais importante (WHO, 2009). A doenga atinge 107 paises das
regides tropicais e subtropicais do globo e 40% da populagdo mundial encontra-se sob risco de
contrai-la. Anualmente ocorrem cerca de 500 milhdes de casos clinicos, resultando em mais de
um milhdo de mortes, principalmente no continente africano, entre criangas menores de cinco
anos de idade e gestantes. Aproximadamente 90% dos casos de malaria concentram-se no
continente africano, onde a espécie predominante ¢ o Plasmodium falciparum (Figura 1) e os
10% restantes s3o distribuidos entre o Sudeste Asiatico, América Latina e Oceania. A
manuten¢do continua da doenga ¢ favorecida pela resisténcia dos parasitas as drogas
antimalaricas, ampla distribuicdo dos vetores somada a resisténcia aos inseticidas, intenso
processo de migragdo, descontinuidade das a¢des de controle e auséncia de uma vacina eficaz
comercialmente disponivel (WHO, 2005; WHO, 2009a).

No que se refere ao controle da malaria humana, a Organizagdo Mundial de Satde (OMS)
preconiza a triade: combate ao vetor, diagndstico precoce e tratamento oportuno dos doentes.
Atualmente, a preocupagdo com a doenga ndo esta restrita aos paises endémicos e sim a todas as
regides do globo, inclusive aquelas livres de transmissdo (WHO, 2009a). Isso ocorre devido ao
processo de globalizagdo, que proporciona um transito intenso de bens e pessoas, o que favorece
a dispersdo de diversas doencas, incluindo a malaria humana (Trigg & Kondrachine, 1998; Buss
et al., 2007; Erdman & Kain, 2008). Fora do continente africano as mortes em decorréncia da
malaria ocorrem em populagdes ndo imunes, adultos e criangas, em regides onde os recursos para
o diagnostico e terapéutica sdo escassos. Nos ultimos 20 anos, a malaria importada cresceu 400%
nos paises em desenvolvimento (Hawkes & Kain, 2007) ¢ anualmente, pelo menos 30.000
viajantes de paises industrializados contraem malaria. Neste grupo, estima-se que entre 1 a 4%
dos individuos que se infectarem pelo P. falciparum deverd morrer em decorréncia da doenca
(Kain et al., 2001; WHO, 2009a).

Em 1998, a OMS criou uma rede de controle tri-setorial denominada “Roll Back Malaria”
(RBM, Retroceder a malaria), para operar em nivel global, regional e local. Essa iniciativa propds
a redugdo dos obitos ocasionados pela malaria em cerca de 50% até 2010. No ano de 2009, o

diretor da OMS se posicionou favoravelmente ao programa de controle do RBM, devido aos bons
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resultados obtidos ao longo desses anos. Esta iniciativa tem surtido profundos efeitos,
particularmente na saude de criangas africanas, demonstrando que medidas de controle bem
estruturadas contribuem para melhoria da saude da populagdo atingida pela malaria (WHO,

2009a).

Fonte: Hay et al., 2009.

Figura 1 - Mapa da distribui¢do mundial da malaria por Plasmodium falciparum.

1.2 Malaria no Brasil

No Brasil, a regido da Amazonia Legal ¢ responsavel pela quase totalidade da doenga no
pais, uma vez que 90% dos casos concentram-se nesta regido (SVS, 2007). A Amazonia Legal &
uma divisdo geo-politica que abrange os estados do Acre, Amazonas, Amapa, Maranhdo, Mato
Grosso, Para, Rondonia, Roraima e Tocantins. Considera-se que a malaria humana no Brasil seja
causada por trés espécies de plasmodio: Plasmodium falciparum, P. vivax e o P. malariae, sendo
o P. vivax responsavel por cerca de 80% dos casos de maldria registrados (SVS, 2007). Devido as
caracteristicas dessa espécie, a doenga em nosso pais apresenta baixa mortalidade, mas
consideravel morbidade (PNCM, 2004; Castro & Singer, 2007; Suaréz-Mutis & Coura, 2007).

Nas décadas de 70 e 80, o desenvolvimento intensificado da Amazonia acelerou os
processos migratorios, atraindo moradores de outras regides do pais, gragas aos projetos de
colonizagdo e expansdo da fronteira agricola, construgdo de estradas e hidrelétricas, projetos
agropecuarios, extracdo da madeira e mineracdo. Nesta regido as precarias condi¢des socio-
econdmicas da populagdo migrante determinaram a rapida expansdo da doenga (FUNASA,

2001). Mais recentemente, as invasdes ndo controladas das areas peri-urbanas, como tem sido o
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caso de Manaus/AM e Porto Velho/RO, tém configurado como importantes locais de
transmissdo. Estas cidades tém recebido grande niimero de pessoas que se deslocam de outros
municipios em busca de melhores oportunidades de trabalho. Como conseqiiéncia, esses
municipios concentraram 21,1% do total de casos de malaria ocorridos na regido Amazoénica em
2005 (SVS, 2006).

O Programa de Controle da malaria no pais se baseia em dois grandes pilares: o
diagndstico precoce e o tratamento adequado e rapido dos doentes. Segundo recomendagdes do
Ministério da Satide, essas medidas sdo hoje os principais alicerces disponiveis para o controle da
doenga (SVS, 2006). Basicamente, o programa de controle da malaria divide o territorio
brasileiro em duas regides: a endémica e a ndo endémica. A primeira compreende a Amazonia
Legal, onde concentra maior parte dos casos do pais e a segunda, regifio extra-amazonica, é
constituida pelo restante dos Estados da Federacdo (SVS, 2007). Nesta ultima, o baixo nimero de
casos confirmados da doenga (cerca de 1% dos registros do pais) faz com que a suspeita da
doenga néo faga parte da rotina dos servigos médicos (SVS, 2003; 2006; 2007).

Nos tltimos anos, com as medidas intensificadas de controle tem sido observada uma
importante redu¢do no niimero de casos de malaria em todo o pais (Tada et al., 2007; PNCM,
2004). De acordo com os dados do SINAN [Sistema Nacional de Notifica¢do (2009)], houve uma
redugdo de 50,40% no numero de casos de malaria de 2005 para 2008 no pais. Nos tltimos anos,
o Ministério da Satude tem investido na distribui¢do de cortinados impregnados com inseticida,

onde se espera com esta medida, impacto positivo no controle da malaria no pais.

1.3 Malaria na Regiio Extra-Amazonica — situacio no Estado de Minas Gerais

Apesar da endemicidade da maldria no Brasil se restringir a Amazonia Legal, a doenca
apresenta grande impacto nas areas ndo endémicas. Essas regides revertem-se de importincia
epidemiologica por seu elevado potencial de disseminagdo devido a presenca do vetor, pela
migragdo constante da populagdo e também por sua gravidade clinica em individuos ndo imunes
quando o diagnoéstico e o tratamento ocorrem tardiamente (SVS, 2001; 2005; 2006; SES/MG,
2007).

Em Minas Gerais, os surtos de transmissdo autoctone da maldria tém sido esporadicos
(Tabela 1), contudo, o Estado possui fatores que favorecem a sua ocorréncia como: presenga do

vetor e fluxo migratorio de individuos infectados para areas ndo endémicas (SES/MG, 2007;

20



Chaves et al., 1995). O desconhecimento da doenga pela populagdo, e a pouca familiaridade dos
profissionais de saide em relagdo & abordagem diagnéstica e terapéutica da maldria, constituem

fatores relevantes para um prognostico desfavoravel no Estado (SES/MG, 2007).

Tabela 1 - Casos confirmados de malaria segundo classificagdo epidemioldgica, por origem de
infecgdo, notificados em Minas Gerais, 2003 a 2008.

Classificagao Epidemioldgica

Ano Autdctones Importados ~ Total de casos
N % N %
2003 25 159 132 84.1 157
2004 2 1.2 164 98.8 166
2005 16 7.7 192 923 208
2006 - - 154 100.0 154
2007 1 0.7 147 93.0 148
2008 - - 118 100.0 118
Total 44 4.6 907 95.4 951

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

1.4 Parasitas da malaria humana e ciclo biologico

Os parasitas causadores da malaria pertencem ao filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae
e género Plasmodium. Atualmente sdo conhecidas cerca de 150 espécies causadoras de maldria
em diferentes hospedeiros vertebrados. Destas, quatro espécies parasitam frequentemente o
homem: Plasmodium falciparum (Welch, 1897), P. vivax (Grassi & Feletti, 1890), P. malariae
(Laveran, 1881) e P. ovale (Stephens, 1922). Esta tltima espécie € restrita ao continente africano,
regides da Asia e ilhas do Pacifico (Collins e Jeffery, 2005; Greenwood et al.,2005). Estudos
recentes na Asia tém sugerido que o Plasmodium knowlesi seja o quinto plasmédio humano. Essa
espécie infecta naturalmente primatas-ndo-humanos do continente asiatico e tem causado 6bitos
na populagdo humana (Galinski & Barnwell, 2009; White, 2008; CDC, 2009). Casos de malaria
pelo P. knowlesi ja foram relatados na Malasia (Vythilingam, ez al. ,2008; Bronner et al., 2009),
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Filipinas (Luchavez et al., 2008), Mianmar (Zhu & Zheng, 2006), Tailandia (Jongwutiwes ef al.,
2008), Singapura (Ng et al., 2008) e Vietna (Eede et al., 2009).

O ciclo biolégico dos plasmodios humanos ¢ complexo e nos ltimos anos tem sido alvo de
muitos estudos. O ciclo biologico envolve uma série de interacdes especificas entre as diferentes
formas do parasito e as células hospedeiras, as quais sdo responséaveis pelo sucesso na infecgéo e
na transmissdo da doenga. Os plasmddios possuem um ciclo heteroxénico necessitando,
obrigatoriamente, de um hospedeiro vertebrado e outro invertebrado. A fase assexuada ocorre no
hospedeiro vertebrado enquanto a reprodugdo sexuada ocorre no hospedeiro invertebrado (Hall ef
al., 2005). Entender o ciclo da malaria de forma profunda em todos os seus aspectos ¢
extremamente importante para nortear futuros estudos visando o controle da doenca por meio de
novos alvos quimioterapicos e diagndsticos (Greenwood et. al., 2008).

A forma infectante ¢ o esporozoito, que penetra na pele do hospedeiro vertebrado pela
proboscide do anofelino, durante o repasto sanguineo. Estima-se que entre 15 a 200 parasitos sdo
depositados sob a pele do hospedeiro durante o repasto sanguineo. Os esporozoitos nao atingem a
circulagéo sanguinea logo que sdo injetados, mas podem permanecer por horas na pele (Mota &
Rodriguez, 2004; Sinnis & Zavala, 2008; Amino et al., 2006). As formas que escapam do sistema
imunoldgico e atingem a circulagdo sanguinea migram para o figado e penetram nos hepatdcitos
(Amino et al., 2006; Yamauchi et al., 2007). A jornada percorrida pelos esporozoitos até o figado
¢ ainda assunto de debate. Entretanto, uma caracteristica intrigante é a capacidade do parasito de
interagir com as células do figado, migrando entre os hepatdcitos, até por fim se estabelecer em
uma célula especifica. Esta migragdo trans-celular ¢ importante, provavelmente, para a indugo
da exocitose de organelas apicais do parasito, tornando-os aptos a infectar o hepatocito e se
desenvolver dentro do vactiolo parasitoforo (Mota & Rodriguez, 2004). No caso do P. vivax ¢ P.
ovale, os esporozoitos podem se diferenciar em formas latentes no interior do figado, os
hipnozoitos, que sdo responsaveis pelas recaidas da doen¢a meses ou, mais raramente, anos apos
a infecgao (Krotoski, 1985).

Os esporozoitos, ao se estabelecerem em um hepatocito, se diferenciam e multiplicam
assexuadamente resultando na formagdo dos merozoitos. Os merozoitos sdo liberados
gradativamente na forma de vesiculas denominadas merossomas, que atingem a circulagdo
sanguinea dando assim, continuidade ao ciclo (Sturm ef al., 2006). Na circulagdo sanguinea, os
merozoitos invadem os eritrocitos por meio de interagdes especificas entre a membrana do

parasita e receptores especificos da superficie dessas células. Inicia-se entdo o ciclo assexuado
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nas hemécias, responsavel pela sintomatologia clinica da malaria. Dentro dos eritrocitos os
merozoitos se transformam em trofozoitos jovens, trofozoitos maduros e finalmente esquizontes.
Dependendo da espécie, cada esquizonte gera de 10-30 merozoitos que penetraram em outras
células sanguineas, reiniciando o ciclo eritrocitico. Apds um periodo que varia de 3 a 10 dias,
conforme a espécie, alguns merozoitos se diferenciam em gametocitos masculinos e femininos.
As fémeas dos anofelinos, ao se alimentarem do sangue de um individuo infectado,
ingerem os gametocitos e ¢ nessa fase que se inicia o ciclo sexuado, no estomago do inseto. Esses
gametdcitos se diferenciam em gametas masculinos e femininos, que sdo fecundados produzindo
zigotos. O zigoto se torna alongado e moével sendo denominado oocineto. Os oocinetos
completam sua maturag@o ainda no bolo alimentar, no intestino do hospedeiro invertebrado. Apds
a maturagdo, os oocinetos estdo aptos a realizarem o processo de invasdo. A primeira barreira
enfrentada pelo parasito ao sair do intestino médio, é a matriz peritrofica (MP), estrutura acelular
que recobre o intestino. Muito pouco se conhece sobre os detalhes deste processo de invasdo e
alguns modelos ja foram propostos na tentativa de entender esse evento. A proposta chamada
time bomb (bomba-reldgio), sugerida por Kumar & Barillas-Mury (2005), propde que a invasdo
dos oocinetos ocorre, obrigatoriamente, nos pontos onde as membranas celulares apicais de
células adjacentes se encontram. Em seguida, essas células invadidas entram no processo de
apoptose levando a perda das microvilosidades ¢ a fragmentagdo do DNA gendmico (Barillas-
Mury & Han, 2000). Esse modelo também foi observado em oocinetos de P. falciparum
atravessando o epitélio de Anopheles stephensi (Baton & Ranford-cartwright, 2004) e com P.
gallinaceum invadindo Aedes aegypti (Gupta et al., 2005). Apos a invasdo, o oocineto sai das
células epiteliais e entra em contato com a lamina basal. Esse contato induz a transformagao do
oocineto em oocisto, uma forma séssil. Em cada oocisto, sdo ativadas as maquinarias de
replicagdo do DNA e de sintese de proteinas para a amplificagdo assexuada do numero de
parasitos gerando a produgéo de milhares de esporozoitos. Como conseqiiéncia desse evento, a
capsula do oocisto se torna mais fina e fragmentada, possibilitando o aparecimento de
perfuragdes, por onde os esporozoitos escapam (Meis et al., 1992). Ao serem liberados na
hemolinfa, os esporozoitos conseguem invadir as glandulas salivares, podendo, num proéximo

repasto sanguineo, inocular as formas infectantes no hospedeiro vertebrado (Figura 2).
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Fonte: Greenwood et al. 2008.

Figura 2 - Desenho esquematico representando o ciclo de vida do Plasmodium sp. Ilustrando
suas diversas etapas, incluindo as recentes alteragdes.

1.5 Diagnéstico laboratorial de maliria humana

O diagnoéstico de malaria ¢ um dos pilares do Programa de Prevengdo ¢ Controle da
doenga no pais e no mundo. Um bom diagndstico propicia a identificagdo precoce dos casos de
malaria e permite a caracterizagdo da espécie, o que é importante para a defini¢do do esquema
terapéutico (SVS, 2003; WHO, 2009a). Estima-se que um diagnostico de qualidade seja capaz de
evitar, potencialmente 100.000 mortes em decorréncia da malaria e 400.000.000 tratamentos
desnecessarios (Martens & Hall, 2000). Tendo em vista a importancia do diagndstico de malaria,
varios métodos tém sido estudados e desenvolvidos a fim de aprimorar a acuracia desta
ferramenta. Nesse contexto, um método diagnodstico ideal seria aquele de facil e rapido

desempenho, que possuisse uma alta sensibilidade e especificidade, que fosse capaz de
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quantificar a parasitemia e que apresentasse ainda custo reduzido (Hanscheid & Grobusch, 2002).
Porém, diante da inexisténcia, até o presente momento, deste diagnostico ideal, busca-se aquele

que consiga chegar o mais proximo do esperado, com melhor custo-beneficio.

1.5.1 Microscopia Otica, padrio-ouro

O diagnostico de rotina para malaria humana ¢ historicamente baseado na detecgdo do
parasita no sangue. O exame microscopico de gotas espessas coradas com Giemsa é simples, de
baixo custo, e possibilita a quantificagdo da parasitemia (Erdman & Kain, 2008). As principais
desvantagens da microscopia sdo a dificil detec¢ao de baixas parasitemias (< 5 parasitos/uL de
sangue), de infecgdes mistas, pelas similaridades morfologicas entre estagios jovens dos parasitas
da malaria de diferentes espécies (Noedl ez al., 2006), bem como a diferenciagdo de plasmodios
humanos e simianos, que sio morfologicamente similares (Avila & Ferreira, 1996; CDC, 2008).
O exame de gota espessa ¢ também, em muitas situagdes, de dificil leitura, demanda tempo
consideravel, requer equipamentos de boa qualidade e, principalmente, pessoal bem treinado,
tanto para o preparo quanto para o exame das laminas. Dessa forma, em algumas condigdes, sua
sensibilidade pode cair para 50-100 parasitos/uL de sangue (Barker, et al., 1994; Avila &
Ferreira, 1996; Hanscheid, 1999). Tais desvantagens da microscopia optica, padrdo-ouro no
diagndstico de malaria humana, tém incentivado a busca de novos métodos diagnosticos a fim de

se aprimorar o diagnoéstico da doenca humana.

1.5.2 Testes imunocromatograficos rapidos

Recentemente, uma variedade de testes diagnosticos rapidos (RDT, Rapid Diagnostic
Tests) foi desenvolvida para o diagndstico de malaria humana, baseado no reconhecimento de
antigenos do parasita na circulagdo sanguinea (Mens et al., 2007).

Os RDTs s@o comercialmente disponiveis em kits, que incluem os reagentes necessarios e
ndo requerem treinamento intenso ou equipamentos para realiza-los e interpreta-los. O principio
deste método ¢ baseado em uma imunocromatografia em membrana de nitrocelulose, onde a
captura de antigenos circulantes do parasita ¢ realizada por meio de anticorpos monoclonais,
sendo a presenga do antigeno indicada por uma mudanga de coloragéo na fita de nitrocelulose

(Moody & Chiodini, 2002). A acuracia dos RDTs em detectar os parasitas da malaria depende de:
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(i) concentra¢do do antigeno alvo no sangue do hospedeiro, (ii) fluxo de migracdo Antigeno-
Anticorpo na fita de celulose, (iii) condi¢des fisicas dos RDTs, incluindo a integridade de
anticorpos e conjugados (iv) transporte e estocagem, (v) variagdo antigénica do antigeno alvo e
(vi) interpretagdo do teste, que muitas vezes pode ser subjetiva (Wongsrichanalai ez al., 2007).

Os testes rapidos tem se mostrado tGteis em situagdes especificas, tais com: diagndstico de
individuos distantes de um servigo de microscopia adequado; diagnostico de forca-tarefa em
militares e companhias de minera¢ao; surtos de malaria; diagnostico de urgéncia em hospitais e
clinicas (Wongsrichanalai et al., 2007; Luchavez et al., 2007; Erdman & Kain, 2008; Murray &
Bennett, 2009). Na América Latina, os programas de controle de malaria, com o apoio do fundo
global para o controle da AIDS, Tuberculose e Malaria, planejam introduzir os RDTs como

auxiliar no diagndstico de rotina (WHO, 2004).

1.5.3 Ferramentas Moleculares

As técnicas de Biologia Molecular surgiram a partir da década de 80 e trouxeram novas
perspectivas para o diagnéstico ndo s6 da malaria, mas de muitas outras doencas infecto-
parasitarias. A PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) é uma técnica molecular capaz de
detectar o DNA ou RNA do parasito, sendo considerada de alta sensibilidade ¢ especificidade. O
principio da técnica se baseia no uso de dois pares de iniciadores que flanqueiam uma sequéncia
alvo do Plasmodium sp. que juntamente com uma enzima, a Taq polimerase, sdo usados em
sucessivos ciclos de desnaturagdo ¢ extensdo do DNA para gerar bilhdes de copias da sequéncia
alvo. A PCR para o diagnostico de malaria foi descrita por Waters & McCutchan, em 1989,
baseando-se em sequéncias género ¢ espécic-especificas dentro da regido codificadora da
subunidade menor do RNA ribossomal dos plasmoddios, gene 18S. Desde entdo, uma variedade
de protocolos tem sido descritos, a maioria deles baseado nesta mesma regido (Snounou et al.,
1996; Rubio et al., 1999; Parajuli et al., 2009). O gene 18S ¢ um bom alvo para a diferenciagdo
de plasmoédios, pois apresenta regides polimorficas flanqueadas por regides conservadas, o que
facilita o desenho de iniciadores género e espécie especificos (Lal ez al., 1989; Snounou et al.,
1993; Das, 1995).

A técnica de PCR tem sido amplamente utilizada em pesquisas envolvendo diagnostico de
malaria humana. No Brasil, diferentes grupos de pesquisa tém utilizado a técnica de PCR para

determinar infecgdes assintomaticas, infec¢des mistas e para diferenciar espécies
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morfologicamente similares (Alves et al., 2002; Di Santi et al., 2004; Cavasini et al., 2000;
Scopel et al., 2004; Zalis et al.,, 1996). Embora as técnicas de PCR sejam uteis para fins de
pesquisa, demandam tempo e equipamentos caros e especializados, bem como condi¢des
adequadas de laboratorio, geralmente indisponiveis em regides afetadas pela malaria, o que
limitam a sua aplicabilidade para o diagnostico individual na rotina (Mens et al., 2007). Em
resumo, no campo de maldria humana, as ferramentas moleculares podem permitir informagdes
importantes para o desenvolvimento de diagnosticos mais precisos, drogas eficazes e vacinas
potenciais. Com o mapeamento dos genomas dos plasmodios e seus respectivos vetores, 0 acesso
a essas informagdes pode cooperar para o avango no controle e diminui¢do da incidéncia da
doenga (Greenwood, 2002).

A variante da reagdo em cadeia da polimerase chamada PCR em Tempo Real, trouxe
algumas vantagens frente a PCR convencional. Enquanto na primeira a visualizagdo do produto é
realizada apds o término da reacdo (platd), na PCR em Tempo Real pode-se detectar o produto na
fase exponencial da reagdo. Dessa forma, ¢ possivel quantificar a parasitemia dos individuos
infectados. Além disso, alguns protocolos foram desenvolvidos para utilizar apenas um par de
iniciadores e através de curvas de dissociacdo é possivel o diagndstico especifico das espécies
que infectam o homem (Mangold et al., 2005; Perandin et al., 2004). Recentemente, uma nova
técnica molecular, a amplificagdo isotérmica do DNA (LAMP PCR - Loop-mediated isothermal
amplificatication) tem sido validada para varios testes diagndsticos (Parida, ef al., 2008). A
LAMP apresenta-se como uma técnica simples, de prego acessivel e que tem o potencial de
combinar a alta sensibilidade de um teste molecular, com a possibilidade de realizagdo em
condig¢des precarias de campo, onde poucos recursos técnicos sao disponiveis. Esta ferramenta,
assim como o Real Time PCR, também dispensa a manipulagdo pés-amplificagdo, sendo o
resultado fornecido pela visualizagdo de turbidez ou fluorescéncia. Entretanto, para o diagnostico
diferencial de malaria humana, os protocolos de LAMP ainda estéio sendo padronizados (Paris et
al. 2007; Chen et al. 2010).
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2 Justificativa

A utilizagdo da Reagdio em Cadeia da Polimerase (PCR) para o diagndstico diferencial de
malaria humana tem sido descrita por varios autores. Grande parte dos protocolos publicados
basciam-se na técnica de Nested-PCR, amplificando sequéncias género ¢ espécic especificas
dentro do gene 18 S, que codifica a subunidade menor do RNA ribossomal. Essa reagdo de PCR ¢
caracterizada por dois ciclos de amplificagdo, o que geralmente estd relacionado a uma
sensibilidade superior a PCR tradicional. Avaliar o desempenho de uma técnica promissora como
a PCR, como ferramenta auxiliar no diagnostico diferencial dos plasmodios humanos, em
Servigos de Referéncia para o diagnostico de malaria pode ser importante em situagdes onde o
diagnodstico ¢ duvidoso. Isto é relevante ja que em nosso meio o diagndstico para maldria
continua sendo realizado pelo exame parasitologico, que demanda um especialista em
microscopia. A maior parte dos estudos que avaliam a sensibilidade da PCR para malaria
utilizaram curvas de titulagdo para s calculos dos indices de validade, utilizando-se para isto
DNA de cultivo de P. falciparum e/ou DNA plasmidial. Entretanto, a amplifica¢do destes DNAs
molde ¢ bastante facilitada se comparada ao DNA obtido de amostras de campo. Até o momento,
poucos estudos avaliaram o desempenho da PCR em funcdo da densidade parasitaria da
populagdo-alvo, portanto, estudos desta natureza se fazem necessérios. Atualmente, apesar dos
ensaios de PCR nao serem ideais para o diagnostico individual de malaria aguda, estes ensaios

podem ser excelentes ferramentas para estudos epidemioldgicos, quimioterapicos e de vacinas.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Avalia¢do do desempenho da Reagdo em Cadeia da Polimerase como ferramenta auxiliar
no diagndstico e monitoramento de infecgdo malarica em Servigos de Saude que sdo referéncia

para o diagndstico laboratorial de malaria.

3.2 Objetivos Especificos
Comparar o desempenho da Nested-PCR em relagio a PCR em Tempo Real para o
diagndstico diferencial das trés espécies de plasmddio existentes no Brasil, P.

falciparum, P. vivax e P. malariae;

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

funcdo da densidade parasitaria detectada pela microscopia dptica;

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

ou estocado em papéis de filtro;
Avaliar o desempenho da PCR como ferramenta complementar no diagndstico de rotina e

acompanhamento de cura de pacientes dos Servicos de Satde de Belo Horizonte e
Uberlandia.
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4 Material e Métodos

4.1 Painel de amostras

O estudo foi conduzido com amostras de DNA extraidas do sangue periférico de
individuos que foram expostos a malaria, cujo diagnostico especifico foi realizado em servigos de
Referéncia da Amazonia (area endémica) ou Minas Gerais (area ndo endémica). Os aspectos
éticos e metodologicos deste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo seres humanos do Centro de Pesquisas René Rachouw/FIOCRUZ (Protocolo CEP:
CPgqRR n° 24/2008). A todos os individuos elegiveis foram prestados esclarecimentos sobre os
objetivos e procedimentos do presente trabalho, dando énfase para a participagdo voluntaria,

sendo a recusa isenta de penalidade.

4.1.1 Area endémica

No estudo, foram incluidos 164 individuos provenientes de regides variadas da Amazonia
Legal, area endémica para malaria humana. Destes, 128 estavam infectados pelo P. vivax ou
P. falciparum e 36 ndo estavam infectados. O diagnostico de malaria aguda destes individuos foi
baseado na Microscopia Optica (MO) utilizando-se a técnica de gota espessa corada pelo Giemsa,
considerada o padrdo ouro para o diagnostico de maldria humana (SVS, 2008). As laminas de
cada paciente foram preparadas e examinadas por microscopistas bem capacitados dos
Laboratérios de Referéncia em Malaria da regido Amazonica. De cada um dos individuos foram
colhidos SmL de sangue por pungdo venosa, em tubos do tipo “vacutainer” (sistema Vacuette®,
Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Austria) com anticoagulante (EDTA), sendo o sangue
coletado utilizado para a extragdo do DNA gendomico. Do total de amostras, 94 foram utilizadas
para um estudo comparativo entre diferentes protocolos de PCR (Nested e PCR em Tempo Real),
sendo 74 positivos ¢ 20 negativos. A tabela 2 ilustra a distribui¢do destas amostras em fungéo da
positividade e densidade parasitaria. As 70 amostras restantes (Tabela 3) foram utilizadas para
avaliar as técnicas moleculares, bem como diferentes protocolos de extracdo de DNA: a partir de
amostras extraidas diretamente do sangue total e extragdo de sangue estocado em papéis de filtro.
Portanto, para esse fim, de cada individuo foram coletados SmL de sangue por pungéo venosa e
parte deste sangue, correspondendo a 3 gotas (aproximadamente 30pL cada), foi estocado em
papel de filtro, sendo cada papel seco ao ar (24 horas) e estocado em embalagens individuais com

dessecante (Silica).
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Tabela 2 - Distribuicdo de frequéncia das amostras positivas e negativas para malaria em fungo
da densidade parasitaria, utilizadas no estudo comparativo entre a Nested ¢ o PCR em Tempo
Real de individuos provenientes da Amazonia Legal.

*

Amostras MO N (%)

>1000 20 21.3
301-1000 16 17.0

Positivas 101-300 16 17.0

1-100 22 234
Negativas 0 20 213
Total (%) 94 100

* Parasitas/[f] de sangue detectados pela Microscopia Optica (MO).

Tabela 3 - Distribuicdo de frequéncia das amostras positivas e negativas para malaria em fungio
da densidade parasitaria, utilizadas no estudo comparativo entre a extragdo de DNA a partir de
papel de filtro e sangue total de individuos provenientes da Amazonia Legal.

Amostras MO’ N (%)

>1000 29 414

Positivas 301-1000 6 8.6
101-300 14 20

1-100 5 71

Negativas 0 16 229

Total (%) 70 100

* Parasitas/[3] de sangue detectados pela Microscopia Optica (MO).

4.1.2 Area nio endémica

As amostras de sangue total foram coletadas em papel de filtro para todos os individuos
suspeitos de infec¢do malarica que procuraram os Servigos de Referéncia dos municipios de
Uberlandia e Belo Horizonte, no periodo de 01 de fevereiro de 2009 a 30 de novembro de 2009.
Tais coletas foram realizadas visando validar um protocolo de PCR em Servigos de Referéncia
para o diagnostico de malaria humana no Estado de Minas Gerais. No devido periodo, foram

realizadas 100 coletas correspondentes a 70 individuos (casos primarios). A tabela 4 apresenta os
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dados demograficos, epidemioldgicos e parasitologicos, dos individuos com suspeita de maléria
clinica. Pode-se observar que durante o ano de 2009, os individuos que procuraram os Servigos
de Referéncia em Minas Gerais apresentaram uma mediana de idade de 42 anos, que variou de 1
a 76 anos. A propor¢do de homens e mulheres foi de 3:1 e as principais atividades associadas a
exposicdo foram viagens turisticas ou a trabalho e constru¢des de estradas e barragens. Em
relagdo a positividade, 22 individuos apresentaram malaria aguda e 48 individuos ndo
apresentaram infecgdo. A proporgéo de infecgdo por P. falciparum e P. vivax foi de 11 e 17%,
respectivamente. Também foram caracterizadas duas infecgdes mistas, por P. falciparum e P.
vivax. Em relagdo ao local provavel de infec¢do, a maior parte dos individuos (34%) adquiriu a
doenga nos estados da Amazonia Legal. A distribui¢do dos individuos com malaria aguda,
segundo densidade parasitaria, estd discriminada na Tabela S5, sendo a maioria dos casos com

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

Tabela 4 - Dados demograficos, epidemiologicos e parasitologicos dos 70 individuos suspeitos
de infecgdo maldrica apresentados aos Servigos de Saude de Minas Gerais, no periodo de
fevereiro a novembro de 2009.

Caracteristicas
Mediana da idade/anos (variagdo) 42 (1-176)
Género (masculino:feminino) 3:1
Atividade relacionada a exposicio (n, %)
Construgdo de estradas e barragens 11 (16)
Viagem a trabalho 16 (23)
Viagem turistica 17 (24)
Ignorado ou sem informagdo 26 (37)

Maléria aguda (n, %)

Sim Plasmodium falciparum 8(11)
Plasmodium vivax 12 (17)
Infecg@o mista* 2(3)
Positividade Total, n (%) 22 (31)

Nio 48 (69)

Local Provavel de Infeccio (n, %)

Amazonia Legal 24 (34)

Africa 13 (19)

Ignorado ou sem informagao 33 (47)

*P.falciparum/P. vivax
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Tabela 5 - Distribui¢do da frequéncia de amostras positivas e negativas para malaria referentes a
individuos de Servigos de Saude de Minas Gerais, no periodo de fevereiro a novembro de 2009.

Amostras MO’ N (%)
>300 16 229

Positivas 101-300 4 5.7
1-100 2 29

Negativas 0 48  68.5
Total 70 100

* Parasitas/[] de sangue detectados pela Microscopia Optica (MO).

Dos 22 individuos positivos para malaria dos Servigos de Referéncia, 13 retornaram aos

servigos para o acompanhamento parasitologico durante e/ou apds o tratamento para malaria

(Tabela 6). Os técnicos dos servigos de referéncia realizaram a confecgdo e o exame de gotas

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

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

individualmente envolvidos em papel aluminio e armazenados em envelope com silica, evitando

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

Tabela 6 — Individuos com malaria aguda dos Servigos de Satide de Minas Gerais, que foram

acompanhados durante e/ou pos o tratamento para malaria.

Individuo Dia0' LVC1 LVC2 LVC3  LVC4
MG1 Pv>  Negativo Negativo Negativo Negativo
MG2 Pf Pf Negativo Negativo

MG3 Pf Pf Pf Negativo Negativo
MG4 Pv Pv Negativo Negativo

MGS Pv Negativo Negativo Pv

MG6* Pf Pf Pf Negativo

MG7 Pf+Pv’ Negativo Negativo

MG8 Pf Pf Pf

MG9 Pv Negativo Negativo

MGI10 Pv Negativo

MGl11 Pf+Pv  Pf+Pv

MGI12 Pf Pf

MG13* Pf Pft

!Inicio do tratamento; > LVC (Lamina de Verificagio de Cura), os nimeros de 1-4 correspondem ao
diagnostico realiza durante e/ou apds o tratamento, sendo as medianas do acompanhamento: 3 dias
(LVC1); 16 dias (LVC2); 26 dias (LVC3); 45 dias (LVC4); * Plasmodium. vivax; * P. falciparum;
*Infecgiio mista ; + - dbito no dia da LVCI . Em asterisco os individuos que estavam internados.
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4.2 Extragoes de DNA gendmico

No presente estudo, avaliou-se o desempenho da PCR a partir de extragdes de DNA
diretamente do sangue total em relac@o ao sangue estocado em papel de filtro. Além disso, foram
comparadas as extragdes a partir de uma gota de sangue em papel de filtro (+ 30uL de sangue) e

duas gotas de sangue em papel de filtro (£60uL de sangue).

4.2.1 Extracdo de DNA a partir de sangue total

A extragao do DNA gendmico dos individuos foi realizada utilizando-se o kit QIAGEN
(PUREGENE®, Gentra Systems, Minneapolis, USA) de acordo com as especificagdes do
fabricante. Resumidamente, para cada ImL de sangue total acrescentaram-se 3mL de solugdo de
lise para eritrocitos em um tubo Falcon (15mL). Apo6s lise visivel (£ 10 minutos), a mistura foi
centrifugada a 2000 x g, por 10 minutos, a 25°C. O sobrenadante foi entdo removido ¢ o material
ressuspendido em 1mL de solugédo de lise celular. Em seguida, adicionaram-se 300puL de solugdo
de precipitagdo de proteina, sendo o material submetido por 30s em agitador de tubos (vortex), e
centrifugado a 2000 x g, por 10 minutos, a 25°C. O sobrenadante contendo o DNA soluvel foi
precipitado em um tubo contendo 1 mL de isopropanol P.A. absoluto (Merck) a 4°C. Em seguida,
o DNA foi centrifugado a 2000 x g, por 3 minutos, a 25°C, sendo o sobrenadante descartado.
Adicionou-se 1mL de etanol 70% para a lavagem do DNA seguido de centrifugagdo a 2000 x g,
por 1 minuto, a 25°C. O sobrenadante foi novamente descartado e apds a completa evaporagao do
etanol por aproximadamente 15min, o DNA foi hidratado com 330uL de solugdo de hidratagdo
(Tris-hidrometil aminometano, EDTA) e foi incubado por 1 hora, a 65°C e o DNA extraido foi
armazenado a -20°C até o seu uso. As concentragdes das solugdes utilizadas em cada um dos Kkits

nao sdo disponibilizadas pelo fabricante.

4.2.2 Extracdo de DNA mediante sangue total em papel de filtro

Para a extragdo do DNA gendémico mediante sangue em papel de filtro utilizou-se o kit
QIAGEN QIAamp® DNA mini kit (PUREGENE®, Gentra Systems, Minneapolis, USA), que
apresenta grande eficiéncia na extragdo de DNA para esse tipo especifico de estocagem de
amostra. A extracdo foi realizada de acordo com as especificagdes do fabricante. Resumidamente,
os circulos de sangue em papel de filtro (+30pL de sangue/papel ou £60uL de sangue/papel)
foram cortados e colocados em microtubos (Eppendorf) de 1,5mL. Adicionou-se 180uL de

tampao de lise celular ao tubo, que foi incubado a 85°C, por 10 minutos. Foram acrescentados
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20puL da solugdo de proteinase K e a mistura foi homogeneizada por 30s em agitador de tubos
(vortex) e incubadas a 56°C, por uma hora. Foram adicionados 200puL de tampao de lise, os tubos
foram homogeneizados novamente por 30s em agitador de tubos e incubados a 70°C, por 10
minutos. Em seguida, foram adicionados 200uL de etanol P.A. (4 °C) e o material foi
homogeneizado. Posteriormente, todo o material (+ 500uL de eluato) foi colocado em uma
coluna QIAamp spin (agregada ao tubo de coleta de 2mL). Os tubos foram centrifugados a 800 x
g, por | minuto, a 25°C, em seguida, os tubos contendo o filtrado foram descartados e as colunas
foram colocadas em um novo tubo de 2 mL. Foram adicionados 500uL de tampdo para a
lavagem do DNA e o material foi centrifugado a 800 x g, por 1 minuto, a 25°C. Em seguida, a
coluna foi posta em um novo tubo de 2mL e o tubo contendo o filtrado foi descartado. Foram
adicionados 500uL de tampdo para uma segunda lavagem do material e cada tubo foi
centrifugado a 1500 x g, por 3 minutos, a 25°C. Cada coluna foi colocada em novos microtubos
do tipo eppendorf 1,5 mL e os tubos contendo o filtrado foram descartados. Foram acrescentados
150pL de agua destilada para eluir o material, em seguida o material foi incubado a temperatura
ambiente, por 1 minuto e centrifugado a 800 x g, por 1 minuto, a 25°C. Finalmente as colunas

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

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

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

4.4 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

4.4.1 Controle das extrag¢des de DNA gendmico
A fim de averiguar se as extragdes de DNA foram realizadas com sucesso, as amostras de
DNA foram submetidas a uma PCR pra amplificar o sistema ABO (Olsson ef al., 1998). A tabela

7 apresenta a relagdo dos iniciadores utilizados nesta reagdo.

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

descrita por Snounou et al., 1993, com modifica¢des. Este protocolo amplifica regides género e
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espécie especificas dentro da subunidade menor do RNA ribossomal, gene 18S. A Nested-PCR
amplifica na primeira reagdo um fragmento de 1200 pb (seqiiéncia género-especifica) e na
segunda reacdo seqiiéncias espécie-especificas sdo amplificadas, sendo cada um dos fragmentos e
seus iniciadores descritos na tabela 7. As reagdes foram realizadas em volumes de 20
utilizando-se: 80 ng de amostra de DNA, 250nM de cada um dos iniciadores, 10uL de Master
Mix (PROMEGA-0,3U Taq DNA Polimerase, 2002 de cada um dos dNTPs e 1,5mM MgCly).
As amplificagdes foram realizadas no termociclador PTC-100[Z]Version7.0 - MJ Research e as
condi¢des da PCR foram, para a primeira reagao: 24 ciclos de 95°C por cinco minutos, 58°C por
dois minutos, 72°C por dois minutos e extensdo final a 72°C por cinco minutos. A segunda
reagdo foi realizada nas mesmas condig¢des, porém com 29 ciclos. A visualizagdo dos fragmentos
amplificados foi feita em eletroforese em gel contendo 2% de agarose (Invitrogen) dissolvida em
tampdo TAE 1x (40mM Tris-acetato, ImM EDTA), sendo adicionados 5pug/mL de brometo de
ctidio (Invitrogen). As amostras de DNA foram misturadas em tampao de amostra (0,25% azul de
bromofenol, 40% sacarose) e aplicadas em cada uma das canaletas do gel de agarose. A corrida
cletroforética foi realizada em um sistema horizontal (Bio-Rad) a 100V, por cerca de 40 minutos.
O gel foi analisado em transluminador ultravioleta (UVP - Bio-Doc it System) e arquivado em

sistema digital.

4.4.3 PCR em Tempo Real

O Protocolo de PCR em Tempo Real utilizado neste trabalho basecou-se no descrito por
Mangold et al. (2005), com modificagdes. O protocolo descrito por estes autores se baseia na
deteccdo das quatro espécies de plasmodios humanos, na utilizagdo de apenas um par de
iniciadores consenso, desenhado em uma regido espécie-especifica da subunidade menor do RNA
ribossomal, gene 18 S. Tais iniciadores amplificam fragmentos que variam no nimero de
nucleotideos e esses diferentes tamanhos sdo analisados e discriminados por meio de curvas de
dissociagdo, que permitem a diferenciagdo das espécies de plasmodios. As reagdes foram
realizadas em volumes de 20pL, utilizando 200ng de amostra de DNA, 0.5 mM de cada
iniciador, 2.5mM de MgSO4 e 10uL de SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems,
California, USA). As amplificagdes e a deteccdo da fluorescéncia foram conduzidas no ABI
PRISMe 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems). As condigdes da PCR foram
um ciclo de 95°C por 10 minutos, 40 ciclos em 90°C por 20 segundos, 50°C por 30 segundos e
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60°C por 30 segundos, acrescido de extensdo final. O par de iniciadores e as sequéncias utilizadas
nesta reagdo estdo especificados na Tabela 7.

Para todos os ensaios, a PCR foi realizada utilizando-se controles positivos e negativos nas
reagdes. Como controles negativos foram utilizados amostras de DNA de individuos de area livre
de transmissdo, sabidamente negativos para malaria. Como controles positivos foram utilizados:
(i) P. falciparum, DNA proveniente de cepa de cultivo continuo mantido no Laboratério de
Malaria (CPqRR-FIOCRUZ); (ii) para P. vivax, DNA de individuo com infec¢do aguda e
parasitemia confirmada pela microscopia optica; (iii) para P. malariae/P. brasilianum: DNA de

Referéncia do MR4 (Banco Internacional de Reagentes de Referéncia de Malaria— ATCC, USA).
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Tabela 7. Sequéncias de iniciadores e tamanho dos fragmentos amplificados para o gene 18S ssuRNA dos parasitas da malaria na Nested-
PCR, PCR em Tempo Real e também para genes do sistema ABO.

Alvo PCR Iniciadores* Sequéncia de nucleotideos (5" - 3") Tamanho do fragmento
Plasmodium sp. a . PLUS 5’CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 3’ 1
g Nested— I"Reagdo 1y 5" TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG 3’ 1200 pb
Plasmodium vivax VIVI 5’CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC3 120 pb
VIV2 STTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT3’
Plasmodium faleiparum (o apacio TALI S’ TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT3’ 205 pb
FAL2 5’ACACAATGAACTTCAATCATGACTACCCGTC3’
Plasmodium malariae MALI S’ ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATACCGC 3’ 144 ph
MAL2 5’AAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAAD’
Plasmodium sp. Real Time niciador 1 5' TAA CGA ACG AGA TCT TAA 3
Iniciador 2 5'GTT CCT CTA AGA AGC TTT 3'
) 516 S 5'GCTGGAGGTGCGCGCTAC 3'
Sistema ABO PCR 96 AS  5' ACGAATTCTACTTGTTCAGGTGGCTGTGCGTC 3' 419 pb

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

Para as amostras de DNA que ndo amplificaram na reagdo de Nested-PCR utilizou-se a
técnica de amplificagdo do genoma total. Pata isto, utilizou-se o kit GenomiPhi V2 DNA
Amplification (GE Helthcare UK Limited — Amersham Place, 2007) (comparagio dos protocolos
de extragdo de DNA gendmico). Esta amplificagdo aleatoria do DNA gendmico ¢é feita por meio
de uma PCR que utiliza uma série de pequenos iniciadores inespecificos, que amplificam, de
forma representativa, o genoma total da amostra. O protocolo foi realizado de acordo com as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, foi adicionado 1uL de DNA em 9uL de tampao de
amostra ¢ este material foi submetido a uma temperatura de 95°C durante 3 minutos. Para a
reagdo de amplificagdo, foram combinados 9uL de tampéo de reagdao com 1pL de enzima a cada
amostra, seguida de incubagdo a 30°C, durante 2 horas e amplificagdo, a 65°C por 10 minutos.

Finalmente, o material foi armazenado e mantido a temperatura de -20 °C até o seu uso.

4.5 Anilises Estatisticas

Para avaliar a diferenga entre as técnicas de PCR utilizadas, bem como entre as diferentes
parasitemias detectadas pela microscopia Optica, foi aplicado o teste ndo-paramétrico de
Wilcoxon. Este teste ¢ usado para comparar proporgdes e leva em consideragdo a magnitude da
diferenga entre cada par. Valores de p<0.05 foram considerados significantes. A concordancia
entre os diferentes protocolos da PCR e a microscopia optica foi avaliada por meio do coeficiente
estatistico Kappa (). O coeficiente k estabelece o grau de concordancia em escalas nominais, o
que fornece uma idéia do quanto as observagdes se afastam daquelas esperadas, fruto do acaso.
Este coeficiente foi calculado a partir da concordéncia observada (Po) diminuida da concordéncia
esperada (Pe), dividido por 1 menos a concordancia esperada.

A validagdo dos diagnésticos moleculares foi feita a partir dos calculos dos indices
estatisticos de sensibilidade e especificidade. A sensibilidade ¢ a probabilidade de um teste ser
positivo na presenca da doenga, isto ¢, avalia a capacidade de um teste detectar a doenga quando
ela estd presente. A especificidade ¢ a probabilidade de um teste ser negativo na auséncia da
doenga, ou seja, avalia a capacidade de um teste afastar a doenga quando ela ¢ ausente, como se
sugere. A microscopia Optica foi utilizada como padréo-ouro na validagdo dos testes moleculares.
Os valores observados para sensibilidade e especificidade sdo compativeis com um faixa de
valores, onde quanto mais proximo de 1 maior serd a sensibilidade ou a especificidade (vide

esquema abaixo). O pacote estatistico Stat 8.0 foi utilizado em todas as analises.
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5 Resultados

5.1 Desempenho da Nested-PCR versus PCR em Tempo Real

Duas técnicas moleculares, a Nested-PCR ¢ a PCR em Tempo Real, foram comparadas, a
fim de selecionar a mais viavel para a aplicagdo e validagdo em Servigos de Satde do Estado de
Minas Gerais. Para tal, foram utilizadas 94 amostras da regido endémica, das quais 74 eram
positivas para malaria e 20 negativas, conforme diagnostico realizado pela microscopia Optica
(Tabela 8). Para as técnicas de PCR, os resultados obtidos demonstraram que nao houve
diferenga estatisticamente significativa entre as duas técnicas moleculares testadas, sendo o
indice Kappa de concordancia de 0.97. Com relagdo as espécies de plasmédios diagnosticadas
pela MO, também houve concordancia entre os protocolos moleculares (dados ndo mostrados).
Dessa forma, ¢ possivel concluir que as duas técnicas apresentaram igual desempenho. Porém,
pode-se observar que tanto a Nested-PCR quanto a PCR em Tempo Real apresentaram limitagdes
para detectar baixas parasitemias. Do total de 22 amostras positivas na MO, que apresentaram
parasitemias menores que 100 parasitas/uL de sangue, seis (27%) nao amplificaram em nenhum

dos protocolos de PCR avaliados.

Tabela 8 - Desempenho da Nested-PCR ¢ PCR em Tempo Real, comparadas a Microscopia
Optica (MO), de acordo com a densidade parasitaria.

Amostras MO PCR (%)
Parasitas/[&] )’ Nested PCR ** PCngm If mpo
eal
Positivas >1000 (20) 20 (100) 20 (100)
301-1000 (16) 16 (100) 16 (100)
101-300 (16) 16 (100) 15 (93.8)
1-100 (22) 16 (72.0) 16 (72.0)
Total 1->1000 (74) 68 (92) 67 (91)
Negativas 0(20) 0(0) 0(0)

:»Parasitas/ (] de sangue detectados pela Microscopia Optica.
Nao houve diferenga entre as técnicas de PCR (p>0.05).
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Os dados obtidos permitiram ainda calcular os indices estatisticos de validade e
concordancia das reagdes de Nested-PCR e PCR em Tempo Real, em relagdo a microscopia
optica (MO). Para tal, indices de sensibilidade, especificidade e concordancia Kappa foram
calculados para cada faixa de parasitemia. Na tabela 9 pode-se observar que a sensibilidade e
especificidade para as técnicas moleculares frente a MO foram de 100% nas parasitemias acima
de 100 parasitas/uL de sangue. Porém, nas parasitemias abaixo dessa faixa, essas técnicas
apresentaram menores indices de sensibilidade. Resultados semelhantes foram obtidos com o
indice de concordancia kappa, cujos valores oscilam de 1.0 (>100 parasitas/puL de sangue) a 0.72
(<100 parasitas/uL. de sangue). Contudo, as diferengas encontradas ndo foram estatisticamente

significativas (p>0.05).

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

Método Parasitas/pL de sangue (n)

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

Nested Sensibilidade* 0.73 1.0 1.0 1.0

Especificidade 1.0 1.0 1.0 1.0

Kappa 0.72 1.0 1.0 1.0

Real Time  Sensibilidade 0.73 0.94 1.0 1.0

Especificidade 1.0 1.0 1.0 1.0

Kappa 0.72 0.94 1.0 1.0

* Nio houve diferenca estatisticamente significativa entre as faixas de densidade parasitaria (p=0.18), para
sensibilidade, especificidade e indice kappa.

5.2 Desempenho da Nested-PCR em amostras de sangue extraidas de sangue total e
estocadas em papel de filtro

Uma vez que a técnica de Nested-PCR teve desempenho semelhante ao PCR em Tempo
Real, optou-se por utilizar apenas a Nested-PCR para avaliar o desempenho da PCR nos
diferentes métodos de extragdo sanguinea. Para tal, foram utilizadas 70 amostras da area
endémica, sendo 54 positivas e 16 negativas pela microscopia optica (Tabela 3). As extragdes
mediante sangue total e papel de filtro foram comparadas, sendo que para as extragdes a partir de
papel de filtro utilizaram-se volumes de aproximadamente 30 e 60uL de sangue (Tabela 10).

Pode-se observar que houve concordancia entre os métodos de extragdo testados na reagdo de
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Nested-PCR (kappa=1, dados ndo mostrados), bem como elevada concordancia dos métodos
moleculares frente a microscopia optica, kappa igual a 0.85 (<100 parasitas/uL) ¢ 0.86 (101-
300 parasitas/pL). No entanto, a Nested-PCR deixou de amplificar 3 amostras que apresentaram
parasitemias <300 parasitas/uL de sangue. Apesar da reacdo de PCR ter sido especifica, ndo
amplificando amostras negativas, a sensibilidade foi maior para a faixa >300 parasitas/uL de
sangue (Tabela 11). Como a PCR ndo amplificou algumas amostras positivas na MO, utilizou-se
a técnica de amplificagdo do DNA genomico total (WGA), cujo produto amplificado foi
submetido novamente a PCR parasito-especifica. Entretanto, a pré-amplificacdo do
DNA molde ndo resultou em ganho na sensibilidade, ja que de 9 amostras amplificadas por WGA

(3 amostras por paciente), apenas uma foi positiva para malaria (dados ndo mostrados).

Tabela 10 - Distribuicdo de frequéncia das amostras positivas e negativas para maldria na
Nested-PCR e na Microscopia Optica (MO), mediante trés protocolos de extracdo de DNA
gendmico.

PCR em diferentes métodos de

Amostras MO
extracio (%)
Sangue Sangue Total em
Parasitas/[&] " Total Papel de Filtro
30pL 60pL
Positivas >3000 (16) 16 (100) 16 (100) 16 (100)
3000-1001 (13) 13 (100) 13 (100) 13 (100)
1000-301 (6) 6 (100) 6 (100) 6 (100)
300-101 (14) 12 (86) 12 (86) 12 (86)
1-100 (5) 4 (80) 4 (80) 4 (80)
Total 1->3000 (54) 51 (96) 51(96) 51 (96)
Negativas 0(16) 0(0) 0(0) 0(0)

" Parasitas/[iI] de sangue detectados pela Microscopia Optica.
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Tabela 11 - Sensibilidade, especificidade e concordancia kappa de diferentes métodos de
extragdo de DNA, sangue versus papel de filtro, em diferentes densidades parasitarias.

Parasitas/pL de sangue (n)

B];I:::;lgﬁ(;e [E1o0  101-300 301-1000  1001-3000  >3000
&) 14) (0) 13) (16)
Sangue Sensibilidade*  0.94 0.88 1 1 1
Especificidade 1 1 1 1 1
Kappa 0.85 0.86 1 1 1
Papelde g gibilidade 094 0.8 1 1 !
Filtro
Especificidade 1 1 1 1 1
Kappa 0.85 0.86 1 1 1

" O teste Wilcoxon foi feito para comparar a sensibilidade ¢ a especificidade entre as diferentes parasitemias
(p=0.18).

A positividade por espécie parasitaria de cada uma das amostras desta etapa do estudo foi
representada na Tabela 12. Foram caracterizadas 8 infecg¢des por P. falciparum, 42 pelo  P.

vivax, sendo que uma infecgéo mista (P{/Pv) foi detectada apenas pelo diagnéstico molecular.

Tabela 12 - Positividade por espécie parasitaria nos protocolos de Nested-PCR ¢ Microscopia
Optica (MO).

Parasitemia’ Espécie parasitdria Espécie parasitaria (PCR)
(MO -n)
Sangue Papel de Filtro
30puL 60pL
>3000 P. falciparum (1) 1 1 1
P. vivax (15) 15 15 15
1001-3000 P. falciparum (3) 3 3 3
P. vivax (10) 9 9 9
Mista? (0) 1 1 1
301-1000 P. falciparum (1) 1 1 1
P. vivax (5) 5 5 5
101-300 P. falciparum (3) 3 3 3
P. vivax (9) 9 9 9
1-100 P. falciparum
P. vivax (4) 4 4 4
! Parasitas/[H de sangue detectados pela Microscopia Optica; * Infecgio mista por P. falciparum e
P. vivax.
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5.3 Avaliacdo da Nested-PCR nos Servicos de Satde do Estado de Minas Gerais com

referéncia para o diagnéstico laboratorial de malaria

Uma vez que a extracdo do DNA a partir de sangue total e em papel de filtro tiveram igual
desempenho pela Nested-PCR, escolheu-se, devido a simplicidade da coleta, a extragdo apenas
com amostras de sangue em papel de filtro para o uso nos servigos de satde. Para isto, a PCR foi
utilizada em paralelo 8 MO em Servigos de Referéncia para o diagnostico de malaria das cidades
de Uberlandia e Belo Horizonte, de fevereiro a novembro de 2009. De 70 individuos que
procuram os servigos de saide no periodo do estudo, 22 (31.4%) foram diagnosticados pela
microscopia com infec¢do malarica e 48 (68.6%) néo apresentaram infecgdo (Tabela 4). Por outro
lado, a PCR identificou os mesmos individuos com malaria aguda, sendo que a positividade das
amostras coletadas, em func@o da parasitemia, esta representada na tabela 13. Pode-se observar

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

Tabela 13 - Distribui¢do de frequéncia das amostras positivas e negativas para malaria na
Nested-PCR e na Microscopia Optica nas amostras de sangue dos individuos suspeitos para
infec¢do malarica dos Servi¢os de Saude de Minas Gerais, no periodo de fevereiro a novembro de
2009.

Amostras MO PCR
Parasitemia' (n)  Positividade(%)
>300 (16) 16 (100)
Positivas 300-101 (4) 4 (100)
100-1 (2) 2 (100)
Total 1->300 (22) 22 (100)
Negativas 0 (48) 0(0)

!'Parasitas/[] de sangue detectados pela Microscopia Otica. 2

Pacientes negativos na MO, mas suspeitos por apresentarem historico
e sintomatologia caracteristicos de maldria.

Os resultados demonstraram que houve total concordancia entre as espécies detectadas
pela Nested-PCR. Cada uma das espécies diagnosticadas em fun¢do da parasitemia, detectada na
MO dentre os individuos positivos que procuraram os servicos de saude em 2009 esta
representada na Tabela 14.
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Tabela 14 - Positividade por espécie parasitdria nos protocolos de Nested-PCR e Microscopia
Optica (MO), individuos suspeitos para infec¢do malarica dos Servicos de Saude de Minas
Gerais, fevereiro a novembro de 2009.

Parasitemia’ Espécie parasitiria  Espécie parasitaria
(MO - n) (PCR)
>300 P. falciparum (5) 5
P. vivax (9) 9
Mista® (2) 2
101-300 P. falciparum (2) 2
P. vivax (2) 2
1-100 P. falciparum (1) 1
P. vivax (1) 1

! Parasitas/[&] de sangue detectados pela microscopia Optica (MO).
? Infecgiio mista por P. falciparum e P. vivax.

5.3.1 Avaliaciio da Nested-PCR para o acompanhamento de cura de pacientes com maldria
humana

Durante os dez meses de coleta nos Servigos de Satide, 22 pacientes foram diagnosticados
com malaria aguda pela microscopia (Tabela 4). Destes, 13 retornaram aos servigos para
verificagdo de cura parasitologica. Para esses pacientes, também foram coletadas amostras de
sangue em papel de filtro para avaliar como a Nested-PCR se comportaria no acompanhamento
de cura. Foram confeccionadas 30 laminas de verificagdo de cura (LVC), sendo 11 positivas para
maléria e 19 negativas. Os graficos representados na Figura 3 mostram os resultados individuais
da Nested-PCR e da MO. A Nested-PCR foi capaz de detectar todos os pacientes positivos pela
microscopia optica (MO), concordando com a avaliagdo realizada pela MO. No entanto, os

pacientes MG 2 ¢ MG 3 continuaram positivos pela PCR enquanto a MO j4 havia negativado.
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Figura 3 - Acompanhamento de cura pela Microscopia Optica(MO) e Nested-PCR, de pacientes
diagnosticados como positivos para malaria nos Servigos de Satide de Minas Gerais (n=13). Em cada
grafico foi representada a parasitemia detectada pela MO. Os sinais positivos (+) e negativos (—) no topo
de cada grafico correspondem a postividade ou negatividade pela Nested-PCR. Os individuos foram
codificados como MG 1 a MG 13. DP= demanda passiva, correspondente ao primeiro dia de tratamento
para malaria. LVC= Lamina de Verificagdo de Cura. LVC 1 a 4 correspondem a mediana do tempo de
acompanhamento: 3 dias (LVC1), 16 dias (LVC2), 26 dias (LVC3) e 45 dias (LVC4). 1 = obito.
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6 Discussio

6.1 Desempenho da Nested-PCR ¢ PCR em Tempo Real em fun¢ido da parasitemia

A Reagéio em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido amplamente utilizada para fins de
pesquisa em malaria, particularmente para identificar infecgdes assintomaticas (Gama et al.,
2007; Tada et al., 2007; Marangi et al., 2009), infeccdes mistas (Shokoples et al., 2009) e
espécies morfologicamente similares na microscopia, como é o caso de P. malariae e P. vivax
(Scopel et al., 2004; Veron, Simon & Carme, 2009; Rahman e al., 2010). Para detectar
diferentes espécies de plasmddios, uma variedade de protocolos de PCR altamente especificos
tem sido publicada, sendo mais utilizados aqueles baseados na detecgdo de sequéncias género e
espécie especificas, dentro da regido codificadora da subunidade menor do RNA ribossomal (Lal,
1989; Snounou et al., 1993; Das et al., 1995; Liu et al., 1998). Embora no Brasil a reagdo de PCR
para o diagndstico de malaria tenha sido amplamente utilizada para fins de pesquisa (Zalis et al.,
1996; Cavasini et al., 2000; Alves et al., 2002; Di Santi et al., 2004; Scopel et al., 2004a), poucas
publicagdes tem enfatizado o problema da sensibilidade da reacdo frente aos diferentes
protocolos de PCR ou a varia¢do de densidade parasitaria de amostras de campo. Estes dados sao
de fundamental importincia uma vez que a sensibilidade da PCR pode ser altamente variavel
dependendo néo s6 do protocolo, mas também da populagdo a ser diagnosticada (Berry et al.,
2005; Jelinek et al., 2007)

No presente trabalho, optimizou-se um protocolo de PCR para ser validado como
diagnostico auxiliar de malaria em Servigos de Satde de Minas Gerais. Para tal, dois protocolos
de PCR foram inicialmente comparados. Os protocolos selecionados foram a Nested-PCR e a
PCR em Tempo real, bascados na amplificagdo do gene 18 S (SSU rRNA). Para a Nested-PCR
optou-se por otimizar o protocolo baseado em Snounou e colaboradores (1993) e para a PCR em
Tempo Real utilizou-se o protocolo descrito por Mangold et al. (2005), onde um tGnico par de
iniciadores permite diferenciar as espécies de plasmodios que infectam o homem. A abordagem
metodologica inicial incluiu avaliar o desempenho destes protocolos frente a um painel de
amostras de campo, cujas parasitemias detectadas pela microscopia Optica variaram de 0 a >1000
parasitas/pL de sangue.

Os resultados permitiram concluir que tanto a Nested-PCR quanto a PCR em Tempo Real
tiveram igual desempenho, ndo sendo detectada diferenca estatisticamente significativa de

sensibilidade e especificidade entre as técnicas testadas. Resultados semelhantes foram
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encontrados por Shokoples et al. (2009), em um estudo realizado em laboratérios regionais de
Alberta (Canada), e por Perandin ef al. (2004), em um estudo conduzido em servigos de saude da
Italia. Em ambos os estudos, foi demonstrado uma concordancia de 100% entre a Nested-PCR e a
PCR em Tempo Real. Além disso, as técnicas moleculares foram capazes de detectar infecgdes
mistas ndo detectadas pela MO. Portanto, os resultados aqui apresentados concordam com
aqueles descritos na literatura e confirmam o desempenho similiar em nossas condig¢des, entre as
técnicas de Nested-PCR e PCR em Tempo Real.

Apesar da concordancia entre as técnicas moleculares, a sensibilidade das mesmas foi
inferior a da MO, quando as parasitemias foram menores que 300 parasitas/uL de sangue. Existe
a possibilidade dos resultados positivos na MO serem falso-positivos, entretanto, este ndo parece
ser o caso, ja que os microscopistas que avaliaram as laminas possuiam uma experiéncia média
de 20 anos no diagnodstico microscopico de maldria humana. Portanto, considerou-se os
resultados negativos na PCR como falso-negativos.

A principio, os resultados aqui encontrados, de baixa sensibilidade da PCR, parecem
discordar da literatura, ja que a maior parte dos estudos relata protocolos de PCR com limite de
deteccdo menor que 1 parasita/pL de sangue (Perandin ez al., 2004; Veron, Simon & Carme,
2009). Porém, a maior parte dos estudos publicados avaliou a sensibilidade das técnicas
moleculares por meio de curvas de titulagdo a partir de sangue de cultivo de P. falciparum e/ou
plasmideos contendo o gene 18 S. Como exemplo, pode-se citar o trabalho de Gama e
colaboradores (2007), onde os autores descreveram um protocolo de PCR em Tempo Real capaz
de detectar baixas cargas parasitarias (at¢ 0.5 parasita/uL de sangue). No entanto, os autores
utilizaram 33 amostras de pacientes de area endémica sem descri¢ao da carga parasitaria e todas
as curvas de quantificacdo foram feitas a partir de sangue de cultivo. De fato, na nossa
experiéncia, DNA proveniente de cultivo e/ou DNA de plasmidial funcionam excepcionalmente
bem na PCR, sendo capaz de detectar produtos correspondentes a <l parasita/uL. de sangue
(Cardoso & Madureira, dados ndo publicados). Ainda na experiéncia do grupo, a PCR a partir de
diluicdo de sangue de pacientes com altas parasitemias também permite inferir sobre uma
positividade <5 parasitas/uL. de sangue, limite de detec¢do da MO. Portanto, no presente
trabalho, optou-se por utilizar amostras de campo com parasitemias variando de 0 a >1000
parasitas/pL de sangue.

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

fungdo da densidade parasitaria. De fato, Singh et al. (1996) relataram uma baixa sensibilidade da
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Nested-PCR em baixas parasitemias, sendo que 2 amostras com parasitemia menor que 50
parasitas/uL. de sangue ndo foram amplificadas pelo diagnéstico molecular. O achado mais
significante foi observado por Coleman e colaboradores (2006), na Tailandia. Estes autores
observaram que a Nested-PCR, em parasitemias menores que 100 parasitas/uL de sangue foi
capaz de detectar apenas 20% das infecgdes malaricas confirmadas pela MO, resultando com isso
em um nimero consideravel de resultados falso-negativos. Esses trabalhos reforcam os resultados
aqui obtidos, onde as baixas parasitemias das amostras de campo podem ser um fator limitante

para a sensibilidade da PCR.

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

A estocagem e o transporte das amostras de sangue de remotas regides endémicas para os
laboratorios centrais tém sido um problema para muitos estudos epidemioldgicos de malaria,
particularmente os que utilizam a extragdo de DNA para os ensaios de PCR. A fim de suprir esta
limitacdo, diversos autores tém buscado protocolos alternativos para preservar o DNA/RNA.
Exemplos disso sdo as extragdes de sangue a partir da lamina de microscopia e também a partir
de amostras de sangue em papel de filtro (Singh ef al., 1996; Chaorattanakawee et al., 2003;
Bereczky et al,, 2007; Mangold et al, 2005; Coleman et al., 2006; Menge et al., 2008;
Khaminsou et al., 2008), incluindo no Brasil (Scopel et al., 2004; Costa et al., 2008). Devido a
praticidade da extragdo pelo papel de filtro, optou-se aqui por otimizar uma reagdo de PCR
utilizando-se amostras de sangue coletadas em papel de filtro, o que poderia viabilizar o estudo
de validagdo da PCR no servigo de referéncia de MG.

Para avaliar o desempenho da PCR a partir da extragdo de sangue total ou em papel de
filtro, escolheu se a Nested-PCR. Os motivos da escolha da Nested-PCR em rela¢do ao PCR em
Tempo Real foram: (i) desempenho igual entre as técnicas, (ii) no Brasil, o uso da PCR em
Tempo Real para malaria ¢ ainda restrito, (iii) custo mais elevado do PCR em Tempo Real.

Os resultados aqui obtidos mostraram que a Nested-PCR a partir de amostras extraidas em
papel de filtro foi tdo cficiente (coeficiente kappa=1) quanto a extragdo mediante sangue total
(Tabela 11). Além disso, ndo houve diferenga de sensibilidade utilizando-se diferentes volumes
de sangue, sendo que a PCR detectou, com igual sensibilidade, volumes de 30 ou 60uL de sangue
(Tabela 12). Atribui-se o sucesso da extracdo a partir de papel de filtro a um kit de extracdo

especifico para amostras em papel de filtro.
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Outra vantagem da técnica aqui validada foi em relagdo ao tipo de papel de filtro. Foi
utilizado o papel de filtro xaroposo que apresenta custo bastante reduzido (R$27,00, pacote com
50 folhas). Em contrapartida, um pacote de cem circulos do papel de filtro FTA Classic Cards
(Whatman, England) custa aproximadamente R$1.305,00. Apesar disso, em um experimento
preliminar, foram realizadas curvas de dilui¢do seriada a partir de DNA de cultivo de P.
Jfalciparum, variando de 0.1 a 10000 parasitas/uL, onde foi possivel demonstrar sensibilidade
similar entre os papéis de filtro comum e Whatman (dados ndo mostrados).

Os resultados deste trabalho sdo importantes, pois optimizar uma técnica de PCR a partir de
amostras de sangue coletadas em papel de filtro é de grande aplicabilidade para pesquisas
epidemiologicas. A aplicabilidade dos resultados obtidos ¢ particularmente importante para nosso
grupo de pesquisa, que realiza diversos trabalhos na area endémica do pais e tem enfrentado
problemas em relagdo a estocagem e transporte das amostras de sangue.

Como era de se esperar, apesar da validagdo das amostras em papel de filtro ter sido
optimizada com sucesso, também houve menor sensibilidade da técnica para baixas parasitemias.
A Nested-PCR nao foi capaz de detectar 3 amostras positivas na MO, todas elas abaixo de 300
parasitas/uL de sangue (Tabela 10) . Em contrapartida, a PCR foi capaz de detectar uma infec¢éo
mista em todos os protocolos de extragdo, que ndo fora detectada pela microscopia 6ptica (Tabela
12). De fato, uma grande vantagem da PCR ¢ a detecgdo de infecgdes mistas, como ja descrito
por outros autores (Perandin et al,, 2004; Graffeo et al., 2008 e Shokoples et al, 2009) e

inclusive no Brasil (Costa et al., 2008)

6.3 Avaliaciao da Nested-PCR em Servicos de Satude de Referéncia de Minas Gerais

A técnica de PCR foi utilizada como ferramenta auxiliar em Servigos de Satide de Minas
Gerais, referéncia para o diagnéstico laboratorial de malaria. Tal ferramenta foi utilizada para o
diagndstico de infecgdo malarica, bem como no acompanhamento de cura dos individuos. Os
resultados demonstraram uma concordéncia total entre os resultados obtidos pela PCR com
relagdo a MO, inclusive no que se refere a espécie de plasmddio envolvida na infecgdo. Devido a
caracteristica peculiar deste grupo de pacientes, as baixas parasitemias ndo foram frequentes. De
fato, entre os individuos positivos pela MO (n=22), mais de 70% apresentaram parasitemias
acima de 300 parasitas/puL de sangue. Isto ocorreu porque estes individuos se infectaram nas

areas endémicas e procuram tardiamente os servigos de saude de Minas Gerais (drea ndo
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endémica). Concordando com esta hipétese, o periodo médio desde o inicio dos sintomas até o
diagnostico destes pacientes foi de 13 dias, sendo que em alguns o diagndstico foi realizado 3 ou
6 meses apds o inicio dos sintomas. Consequentemente, dois pacientes infectados por P.
Jfalciparum evoluiram para o6bito, sendo que em um deles o diagnéstico foi “post-mortem”.
Felizmente, a espécie predominante deste grupo foi o P. vivax, que é menos patogénica que o P.
Jfalciparum, evitando, dessa forma, outras mortes.

A letalidade observada no decorrer do estudo (2/22) reforga a importancia da malaria
importada na regido extra-amazonica, cuja letalidade continua superior a da regido Amazonica.
Como exemplo, a letalidade da malaria em Minas Gerais no ano de 2006 foi de 0.7, enquanto na
regido Amazonica foi de 0.02 (SINAN, 2009). A inexperiéncia dos profissionais da saide de
areas nao endémicas, que geralmente nao incluem suspeita clinica de malaria em casos febris de
etiologia desconhecida, deve ser levada em consideragdo nas medidas do Programa de Controle
da malaria no Brasil.

Dos 22 individuos diagnosticados com malaria, 13 retornaram para o acompanhamento de
cura (Tabela 6). Em 11(85%) foi observada concordancia da PCR em relagdo a microscopia
optica. No entanto, em dois pacientes (MG2 e MG3) a PCR permaneceu positiva enquanto a MO
ja havia negativado (Figura 3). Como esses pacientes foram considerados curados da infecg¢do
malérica, considerou-se que a MO detectou a cura precocemente. De fato, o resultado de uma
PCR positiva ainda é questionado, pois a detec¢gdo de DNA do parasito ndo necessariamente
significa DNA vidvel. Na comunidade cientifica, o significado de uma PCR positiva tem sido
assunto de debate e, recentemente, em um encontro realizado no Brasil sobre malaria
assintomatica, ndo se chegou a um consenso (44° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, Porto Alegre, 4 a 7 de margo de 2008). Portanto, apesar da Nested-PCR ter sido
validada nos servigos de saide de Minas Gerais, fazem-se necessarios estudos multicéntricos
futuros para avaliar o significado de uma PCR positiva, tanto do ponto de vista do individuo, da

comunidade (controle) e dos hemocentros.
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7 Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes conclusdes:

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

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

densidade parasitaria;

A PCR realizada com DNA extraido de sangue total estocado em papel de filtro é adequada aos
trabalhos de campo, sendo a técnica de escolha pela simplicidade de armazenamento e facilidade

de transporte das amostras;

A PCR teve igual desempenho frente a Microscopia Optica nos Servigos de Satide de Minas

Gerais, entretanto, a MO parece ser mais viavel para o acompanhamento de cura.
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8 Anexo: Carta de Aceite do Comité de Etica

Ministérin da Sande

FIOCRUZ
Fundacdo O Ido Cruz

Centro de Pesqguisa Rene Rachou

Comité de Etica

CARTA DE APROVACAO N° 01/2009 — CEFSH- CPgRR
Protocolo CEP - CPQRR n®; 24/2008

Projelo de Pesqguisa: “Padronizagao = Validag®o da Wested = Res Tima PCR paid o disyndsion s
maaria humana a garls e arrastras exraldas em papel 2e fita”

Pesguisador Respansavel: L.zia Helzna Carvalha

Instituigdo: Cznira de Pesquisa René Rachea / FIOCRUZ

Dala de entrada no CEP: 2410/2008

CAAE; 00270 245.000-08 » Grupo i

40 ge proceder 4 sndlise do profacolo em questio constalouse ue o projelo ateade 205 aspecios
fundamentzis de Resolucic CHS 196196, sabre Direlr ze5 e Nomas Requiamentadaras de Pesquisa
emvolvardo Serss Fumanos,

Disnte do eapasto, o Comité ce Efica em Pesguisa em Seres Humanes do Ceonie de Pesquisa Rerd
Rachoy / FIOCRUZ, de acordo com as atrioughes da Resolugao 193086 manifesta-se pela
rorologacan oo projsto de pesquisa prooosto, tem coma do Termo de Gonsentmenta Live &
Esclarecido,

Sinacin: PROJETO APROVADO

Firma-se diante deste documento & necessidade de serem apresentados os relatérios:

- Parcial : Novernbro 2008;

- Final: Juiho 2010,

Bem como a notificagde da evantos adversos, de emendas ou modificagdes ne pretocole para
apraciagao do CEP,

Gela Herizents, 12 da Janeina de 2009,

&Jrﬂenadur do CFESH—CP:.QP.
DAL LILEIK SERBALVES DICTALITI
Vig-mredni
Tomiv e iy - Chfll FIOKHE

Aoe Bagusle de Lima 1715 Baro Jrelo 33180 Bl Horizoole — MG - Braail
Tonl | 536 (a1 306 3556 (raval 151 Fas 55 Gzadl 3205 315 hHp Swara.cam oo &
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