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                        Resumo 

Introdução: Novas abordagens moleculares, como a PCR em Tempo Real 

têm sido desenvolvidas com a finalidade de garantir a detecção acurada de 

espécies de Plasmodium spp. Essa técnica possui baixo risco de 

contaminação cruzada e ambiental, rápida execução e limite de detecção de 

1-5 parasitos/μL de sangue, sendo factível para rastreamento de 

assintomáticos, detecção de infecções mistas e baixas parasitemias. O 

diagnóstico preciso de malária é fundamental para assegurar o tratamento 

eficaz desse agravo, além de melhorar a prestação de serviços em saúde e 

gerar dados para direcionar as ações de controle regionais e nacionais, 

sobretudo diante dos progressos dessas estratégias em direção à eliminação. 

Objetivo: Validar protocolo de PCR em Tempo Real duplex para detecção 

espécie-específica das quatro espécies do gênero Plasmodium em amostras 

clínicas. Metodologia: Foram incluídos pacientes com febre (temperatura 

axilar> = 37,5ºC) ou história de febre nas últimas 24h, que se apresentaram 

nos municípios de Belém, Goianésia do Pará e Itaituba, estado do Pará, para 

realizar o diagnóstico da malária nos anos de 2014 a 2015. O DNA foi 

extraído de amostras impregnadas em papel de filtro, usando kits comerciais 

e processamento do material em um laboratório de referência. Além da 

microscopia pelas técnicas de Gota Espessa/Distensão Sanguínea para 

identificação da espécie de plasmódio e determinação da parasitemia, 

preparadas e examinadas por dois microscopistas independentes, foram 

realizados ensaios de Nested-PCR e PCR em Tempo Real duplex. Todos os 

procedimentos laboratoriais foram executados em duplicatas e para a 

Nested-PCR e PCR em Tempo Real, foram utilizados controles positivos 

para cada uma das quatro espécies de Plasmodium e controle negativo. A 

Nested-PCR foi usada como teste de referência. Resultados: Do total de 

312 amostras avaliadas, a Gota Espessa detectou 136 amostras positivas, 

sendo seis infecções mistas (P.falciparum/P.vivax) e 176 negativas. Já a 

PCR em Tempo Real identificou 138 e 174 isolados positivos e negativos, 

respectivamente, detectando 14 infecções mistas. A sensibilidade e a 

especificidade da PCR em Tempo Real foram 98,57% e 100,00%, 
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respectivamente. A microscopia mostrou sensibilidade de 97,14% e 

especificidade de 100,00%. A correlação entre PCR em Tempo Real e 

Nested-PCR apresentou excelente concordância na detecção de amostras 

positivas e negativas (0,96 e 0,98, kappa IC:95%). No caso de infecções 

mistas, a PCR em Tempo Real identificou maior número que a Nested-PCR, 

obtendo concordância boa para identificação deste perfil de resposta entre as 

duas técnicas (0,87 kappa IC:95%). Conclusão: O protocolo de PCR em 

Tempo Real duplex avaliado apresentou sensibilidade, especificidade e 

reprodutibilidade excelentes para detecção de infecções por Plasmodium 

spp. em amostras clínicas, sendo uma ferramenta valiosa para o diagnóstico 

preciso de malária, em especial na detecção de infecções mistas. 

 

 

Introdução

Métodos baseados em biologia molecular têm sido utilizados para 

detecção de espécies de Plasmodium por Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR). A técnica de Nested-PCR ou PCR aninhada pode ser aplicada na 

identificação de indivíduos com malária em triagens epidemiológicas e em 

centros de referência [1, 2, 3]. Apesar de algumas vantagens, como baixo 

limite de detecção (1 a 5 parasitos/µL de sangue), alta sensibilidade e 

especificidade (maior ou igual a 95%) [4], a técnica de Nested-PCR 

apresenta algumas limitações, como a demanda de tempo no processamento 

da técnica, risco de contaminação cruzada e ambiental na manipulação dos 

produtos da amplificação e infraestrutura adequada a sua aplicação [5]. 

Além disso, variações de sequências nas cepas de P. ovale tem afetado a 

precisão de detecção desta espécie em populações oriundas de diferentes 

regiões ao redor do mundo, quando se emprega a técnica de Nested-PCR 

com os primers ora disponíveis [6]. 

Assim, novas abordagens moleculares para detecção das espécies de 

Plasmodium, com ênfase as de importância clínica (P. vivax, P. falciparum, 

P. ovale e P. malariae), têm sido desenvolvidas, dentre essas há a PCR em 

Tempo Real [7, 8, 9]. A PCR em Tempo Real viabiliza uma ferramenta 

molecular ainda mais sensível que as disponíveis, com menor risco de 

contaminação, possibilidade de quantificação dos patógenos ou carga 

parasitária, além de processamento mais rápido, em um prazo de 

aproximadamente 3 horas [7]. Essas características não são importantes 

apenas para o diagnóstico individual e avaliação da eficácia clínica, mas 

serão cada vez mais indispensáveis diante de inquéritos epidemiológicos e 

para avaliar o sucesso dos programas de controle da malária e campanhas de 

eliminação [8, 9,10]. 

Portanto, a eficiência das ferramentas diagnósticas da malária deve 

incluir ensaios que possam detectar todos os casos, inclusive portadores ou 

assintomáticos, pois estes indivíduos são reservatórios do parasito, bem 

como portadores de infecção mistas, uma vez que a identificação correta do 

parasito é importante para a intervenção terapêutica adequada a cada espécie 

[1]. Há pesquisadores que sugerem, inclusive, a adoção de duas ou mais 

técnicas moleculares com fundamentos diferentes para estabelecimento do 

“Consenso Molecular”, que deveria ser considerado o padrão-ouro, pois 

garantiria um parâmetro seguro e acurado para fins de diagnóstico. E, diante 
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disso, a técnica de PCR em Tempo Real seria uma das empregadas para esse 

fim [1, 10, 11]. 

Várias tecnologias e protocolos de PCR em Tempo Real estão 

disponíveis [12, 13, 14, 15]. O protocolo adotado nesse estudo foi descrito 

por Rougemont et al. [7], é uma técnica de PCR em Tempo Real duplex, 

que pode detectar em um só ensaio a presença das quatro principais espécies 

de Plasmodium e utiliza conjunto de primers para amplificação da menor 

subunidade do gene 18S rRNA, uma vez que este alvo contém regiões 

altamente conservadas e em grande número de cópias. Além disso, esse 

protocolo pode ser adaptado para identificação de outras espécies de 

importância clínica, por meio da inclusão de sondas do sistema Taqman 

para identificação, por exemplo, do P. knowlesi em uma abordagem 

multiplex [7, 11]. Ressalta-se que esse protocolo pode ser aplicado como 

ferramenta de triagem em larga escala, pois processa grande número de 

amostras ao mesmo tempo [16, 17, 18].  

Assim, esse trabalho teve como objetivo principal validar um protocolo 

qualitativo de PCR em Tempo Real duplex para detecção espécie-específica 

das quatro espécies de Plasmodium em amostras clínicas de indivíduos 

provenientes de três municípios do estado do Pará, Brasil.  

 

Métodos 

Aspectos éticos 

Todas as amostras utilizadas no estudo para análise de microscopia, 

Nested-PCR e PCR em Tempo Real somente foram obtidas após aprovação 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto Evandro Chagas, sob o 

parecer de nº 004/2015 (IEC/SVS/MS). Todos os participantes assinaram o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), no caso dos maiores 

de 18 anos, ou assentiram em participar por meio da adoção do termo de 

assentimento para os menores de 18 anos, para posterior preenchimento de 

Ficha Clínico-Epidemiológica. 

 

Área de estudo 

A área de estudo compreendeu os municípios de Belém, Goianésia do 

Pará e Itaituba, no estado do Pará, região Amazônica brasileira. As 

condições climáticas, distribuição hídrica e o desmatamento florestal 

favorecem a manutenção do ciclo de transmissão da malária nessa região 

[19, 20, 21, 22]. Belém é um município de área não endêmica localizado no 

nordeste do estado, Goianésia do Pará é um município de área endêmica 

para malária que está localizado na região sudeste do estado e Itaituba, 

localizado a sudoeste do estado, é uma localidade caracterizada pela intensa 

atividade de mineração de ouro no Vale do Rio Tapajós [23, 24, 25]. Essas 

áreas possuem clima equatorial, marcado por longos períodos chuvosos 

durante o ano, com uma curta estação seca. Há predominância da vegetação 

tropical úmida, com temperatura média anual de 26º a 28ºC. Esses fatores 

climáticos associados aos fatores socioeconômicos influenciam na 

manutenção dos casos de malária no estado do Pará [26].  
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As duas áreas endêmicas desse estudo compõem o grupo dos 27 (vinte e 

sete) municípios que concentram 60% dos registros de malária na região 

Amazônica brasileira, além de também fazerem parte dos 17 municípios 

prioritários do estado do Pará que detém 90% dos casos neste estado [27].  

Dos 142.314 casos registrados na região Amazônica em 2015, o estado 

do Pará foi responsável por 9.418 casos, sendo o P. vivax a espécie com 

maior prevalência no estado. Este cenário evidencia redução significativa 

dos casos da doença, entretanto é necessário manter a efetividade das ações 

de controle e prevenção da malária, como objetiva o PNCM (Programa 

Nacional de Controle da Malária) [19]. 

 

Amostras biológicas 

Foram coletadas amostras de sangue da polpa digital provenientes de 

indivíduos com manifestações clínicas sugestivas de malária que buscarem 

o Serviço Público de Saúde nos municípios selecionados. Os critérios de 

inclusão foram: indivíduos de ambos os sexos com idade maior que oito e 

menor que 80 anos, febre documentada (temperatura auxiliar >37.5 C) ou 

referida nas 24 horas anteriores e primeira consulta para a doença atual. Já 

os critérios de exclusão, foram: pacientes menores de 08 (oito) anos, afebril 

ou nenhum histórico de febre, consulta de acompanhamento ou retorno para 

a doença atual, gravidez referida ou nutrizes e uso de tratamento 

antimalárico nos últimos 30 dias.  
Para minimizar o desconforto do paciente, as amostras de sangue foram 

obtidas no momento em que os pacientes foram submetidos à coleta de 

sangue pela equipe de saúde dos municípios participantes. Um total de oito 

gotas (360 µL) de sangue foi necessário para essa avaliação. Quatro gotas 

(cerca de 200 µL) foram utilizadas no preparo de quatro lâminas: duas 

Distensões Sanguíneas e duas Gotas Espessas (GE). As quatro gotas de 

sangue adicionais foram recolhidas em papel de filtro (cartões FTA Elute 

tipo Whatman®) para extração de DNA. 

 

                            Diagnóstico microscópico 

Para cada participante, duas lâminas foram confeccionadas e coradas da 

seguinte forma: duas gotas de sangue total (cada uma com ~ 10 µL de 

sangue) foram aplicadas a uma lâmina para preparar a GE e outras duas 

gotas (cada uma com ~ 3 µL de sangue) para as Distensões sanguíneas. 

Após secagem à temperatura ambiente (TA), a hemoglobina foi removida 

das GE pela utilização de solução de azul de metileno fosfatado e a 

Distensão foi fixada com o auxílio de solução de álcool métílico. Em 

seguida, as GE e Distensões foram coradas com solução alcoólica de 

Giemsa (4% em solução tamponada a um pH de 7,0%). Uma vez coradas, as 

lâminas foram armazenadas no Instituto Evandro Chagas para a leitura [28]. 

GE foram examinados 1000X para identificar espécies de parasitos e 

determinar a densidade parasitária. A parasitemia foi calculada pela 

contagem do número de parasitos assexuados identificados em 200 

leucócitos pela GE, e convertido o resultado para parasitos por microlitro, 

assumindo uma contagem padrão de 6000 leucócitos\ µL. O esfregaço 

sanguíneo foi utilizado para complementar a identificação das espécies de 



5/21 

 

Plasmodium, quando necessário. Todas as leituras de microscopia foram 

realizadas no Laboratório de Pesquisas Básicas em Malária do Instituto 

Evandro Chagas, em Ananindeua, Pará. 

Todos os esfregaços de sangue foram examinados por dois 

microscopistas independentes no Instituto Evandro Chagas. Eles revisaram 

os resultados uns dos outros de forma cega. Esfregaços de sangue com 

diferenças no diagnóstico da espécie ou densidade parasitária assexuada > 

50% entre os dois microscopistas foram reexaminados por um terceiro 

microscopista independente também no Instituto Evandro Chagas. 

  

Extração de DNA 

 Foram utilizados kits comerciais (QIAamp® DNA Blood Kit - QIAGEN, 

Inc., Chatsworth, CA) para extração de DNA (Ácido Desoxirribonucléico) 

das amostras de sangue impregnadas em papel de filtro, segundo 

recomendações do fabricante. O DNA extraído foi armazenado à 

temperatura de -20 °C (curto período), até a realização das análises 

moleculares (Nested-PCR e PCR em Tempo Real). 

  

Controle Interno Endógeno 

Para garantir a qualidade do DNA genômico extraído, foram realizadas 

reações de PCR para o alvo da β-globina (Homo sapiens), um gene de 

controle interno da reação molecular. Alíquotas do DNA obtidas da 

extração, controles positivo (amostra de DNA de sangue humano) e 

negativo (amostra contendo a mistura de reagentes e água ultrapura) foram 

submetidos à reação de PCR, seguindo o protocolo e conjunto de primers 

descritos por Bell et al. [29] (Tabela 1), o qual produzirá um fragmento ou 

amplicon de 268 pb (pares de bases) nas amostras positivas, o que é 

indicativo da qualidade do DNA genômico.  

Tabela 1- Sequência de primers para o gene da β-globina humana pela reação de PCR 

convencional, segundo o protocolo de Bell et  al. [29]. 

Nome do iniciador Sequência do nucleotídeo (5’ → 3’) 

GH20 (forward) GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 

PC04 (reverse) CAACTTCATCCACGTTCACC 

 

Reação de Nested-PCR 

A reação de Nested-PCR para amplificação da subunidade menor do 

gene para o RNA ribossômico 18S (ssurRNA) de Plasmodium spp. foi 

realizada utilizando primers para o gênero Plasmodium (rPLU 5 e rPLU 6), 

e conjunto de primers específicos para cada espécie, como previamente 

descrito [2] (Tabela 2). A reação foi realizada em um volume total de 50 µL, 

contendo 10Mm Tris pH 8,3, 1,5 mM MgCl2, 125 µM, 50mM KCL, dNTP, 

2,5mM de cada primer (rPLU5\rPLU6 para nested 1 e rPV1\rPV2 , 

rPF1\rPF2, rPM1\rPM2, rPO1\rPLU6, para P. vivax, P. falciparum, P. 

malariae e P. ovale, respectivamente, para a  nested 2), e 0.5 U Taq 
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Polymerase (Bioline). Os produtos da Nested-PCR, controles positivos e 

negativos e marcador de peso molecular de 100 pb foram submetidos a 

eletroforese em gel de agarose a 2% (Ultra pure agarose, BRL 155517-

014), corados com GelRed 10.000x em água (GelRed Nucleic Acid Gel 

Stain, Biotium®, Uniscience LTDA.), a 100 volts por 1 hora. 

Posteriormente, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta (Fluo-Link, 

Flowgen) e fotografado em sistema de fotodocumentação (Kodak® Edas 

290), produzindo amplicon de 144 a 1.100 pb nas amostras positivas, de 

acordo com a espécie detectada. 

 

Tabela 2. Sequência de primers para amplificação do gene do RNA ribossômico 18S 

(ssurRNA) de Plasmodium spp. pela Técnica de Nested-PCR. 

Primer Sequência do nucleotídeo 

(5’ → 3’) 

Espécie Comprimento 

do amplicon 

(pb) 
PLU5 

PLU6 

 

rFAL1 

rFAL2 

rVIV1 

rVIV2 

 

rMAL1 

rMAL2 

 

CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 

TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG 

 

 

TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT 

ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC 

 

CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC 

ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA 

 

ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC 

AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA 

Plasmodium spp. 

 (primeira 

amplificação) 

 

P. falciparum 

 

P. vivax 

 

 

P. malariae 

~ 1,100 

 

 

 

205 

 

 

120 

 

144 

                        

rOVA1 

rOVA2 

ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTATTGGAGA 

GGAAAAGGACACATTAATTGTATCCTAGTG 

P.ovale 800 

 

Desenho de primers e sondas para a reação de PCR em Tempo Real  

Primers (forward e reverse) e sondas fluorescentes do sistema TaqMan 

foram utilizadas de acordo com protocolo estabelecido [7] com 

modificações, conforme listados na Tabela 3. O corante de referência da 

PCR em Tempo Real foi o ROX (Applied Biosystems, USA).  

Modificações foram realizadas nas sondas fluorescentes para P. vivax 

(VIC- repórter e TAMRA, quencher) e P. ovale (VIC- repórter e MGBNFQ, 

quencher), para adequações aos filtros de leitura do aparelho ou 

termociclador do tipo StepOne Plus (Applied Biosystems, USA) utilizado 

no estabelecimento do protocolo.  

Sondas para P. malariae e P. ovale continham grupos Minor Groove 

Binder (MGB) (Applied Biosystems, USA) e P. falciparum continham 

Black Hole Quencher (BHQ), que formavam ligação dupla estável na fita 

simples de DNA, permitindo o uso de pequenas sondas, com maior 

especificidade em ensaios de hibridização.   
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Tabela 3. Sequência de primers e sondas para detecção e identificação de espécies de 

Plasmodium spp. por PCR em Tempo Real. 

Espécie Primers 

ou sondas 

Concentração 

(nM) 

Sequência (5’-3’) 

Plasmodium 

spp. 

Plasmo 1-F 200 GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA 

Plasmodium 

spp. 

Plasmo 2- R 200 AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA 

P.falciparum Falcprobe 80 FAM-AGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGATGACT-BHQ1 

P.vivax Vivprobe 80 VIC-AGCAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAAATTCT-TAMRA 

P.malariae Malaprobe 80 FAM-CTATCTAAAAGAAACACTCAT-MGBNFQ 

P.ovale Ovaprobe 80 VIC-CGAAAGGAATTTTCTTATT-MGBNFQ 

F: Forward; R: Reverse; FAM: 6-carboxyfluoescein; TAMRA: 6- carboxytetramethyl-rodamine; VIC: 6-carboxyfluorescein; 

BHQ: Black Hole Quencher; MGBNFQ: Minor Groove Binder Non fluorescent Quencher.  

 

Reação de PCR em Tempo Real duplex 

Todos os ensaios de PCR em Tempo Real foram realizados em placa de 

96 poços, em termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems, USA). 

Resumidamente, o ensaio foi realizado em um volume final de 12,5 µL, 

contendo 2 µL de DNA extraído, 6,25 µL de TaqMan Universal Master Mix 

(Applied Biosystems, USA), 0,25 µL de cada primer (Plasmo-F e Plasmo R, 

para gênero) e 0,1 µL  de cada sonda específica por espécie de Plasmodium, 

acopladas de forma duplex em um mesmo tubo (conjunto de sondas das 

seguintes duplas VivProbe/FalProbe e MalProbe/OvaProbe) [7].  

Todas as análises de PCR em Tempo Real foram realizadas em 

duplicata, utilizando controles positivos para as quatro espécies testadas e 

negativos (no template control) para cada reação. Para controles positivos, 

foram utilizados amostras de DNA da linhagem padrão Sal-1 para P. vivax, 

DNA da linhagem referência 3D7, W2 e Dd2 para P. falciparum, e 

linhagens 3D7 para P. malariae e P. ovale. Água Ultra Pura livre de DNAse 

(BRL 155617-020) foi utilizada como controle negativo. 

Além das amostras e controles citados anteriormente, foi incluído um 

grupo de 21 amostras correspondentes a outras espécies de hemoparasitas, a 

saber: Babesia canis (9), Leishmania chagasi (7) e Anaplasma platys (5), 

que foram gentilmente cedidas pelo Laboratório de Tecnologia 

Biomolecular da Universidade Federal do Pará. Esses isolados foram 

acrescidos para se verificar a especificidade dos primers utilizados pelo 

protocolo molecular. 

As condições de PCR em Tempo Real consistiram em uma etapa inicial 

de 50ºC por 2 min, seguida de fase de desnaturação a 95ºC por 10 min, 45 

ciclos a 95ºC por 15 s, e extensão a 60ºC por 1 min, com aquisição de 

fluorescência no final de cada etapa de extensão. Foi utilizado como cut-off 

o valor de até 40 ciclos limiar (Ct), para amostra ser considerada positiva.  
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Análise estatística 

Os dados coletados e obtidos pelo estudo foram inseridos em um banco 

de dados eletrônico no programa Epi-Info (Centro de Controle e Prevenção 

de Doenças, CDC, Atlanta-Georgia-EUA) e foram utilizados para o 

gerenciamento e análise dos dados. Para elaboração de gráficos e tabelas, foi 

utilizado o programa Bioestat®5.0. A análise estatística foi realizada pela 

abordagem da distribuição das probabilidades, utilizando-se o teste do Crivo 

ou Screening Test para determinação dos parâmetros de sensibilidade, 

especificidade, valor preditivo do teste positivo (VPP) e negativo (VPN), 

falso-positivo, falso-negativo e acurácia em relação ao padrão-ouro (Nested-

PCR). Para análise da concordância dos resultados, foi adotado o teste 

Kappa. O nível de significância adotado foi de 0,05 [30]. 

Os valores de sensibilidade, especificidade,  VPP e VPN foram 

calculados conforme segue:  

Sensibilidade = verdadeiros positivos / (verdadeiros positivos + falsos 

negativos) x 100.  

Especificidade = verdadeiros negativos / (verdadeiros negativos + falsos 

positivos) x 100.  

VPP= verdadeiros positivos/ (verdadeiros positivos – falsos positivos) x 

100. 

VPN= verdadeiros negativos/ (verdadeiros negativos – falsos negativos) x 

100. 

 

Resultados 

 
Um total de 312 amostras foram coletadas através de punção digital no 

período de junho de 2014 a novembro de 2015. Dessa amostragem, 159 

amostras foram procedentes do município de Goianésia do Pará, 132 de 

Itaituba e 42 isolados oriundos do município de Belém, estado do Pará.  

A média geométrica da parasitemia assexuada de todos os pacientes foi 

151.3 parasitos/uL (intervalo: 0–15.414), enquanto a média aritmética 

simples para a parasitemia sexuada foi 15.1 parasitos/uL (intervalo: 0–120). 

 

Espécie-especificidade dos primers e sondas de PCR em Tempo Real 

duplex 

Todos os conjuntos de primers e também as sondas específicas para 

cada espécie de Plasmodium corresponderam corretamente às amostras 

controles (P. falciparum, P.vivax, P.malaria e P.ovale) utilizadas em cada 

ensaio de PCR em Tempo Real. Inclusive a sonda referente ao P. 

falciparum (FalcProbe) detectou todas as cepas de referência adotadas (3D7, 

W2 e Dd2). Quanto às sondas modificadas para P.vivax e P. ovale, houve 

também boa detecção para as cepas das linhagens Sal-1 e 3D7, 

respectivamente.  

Para análise de especificidade clínica, o grupo de outros hemoparasitos 

testado (Babesia canis, Leishmania chagasi e Anaplasma platys ) não 

apresentou nenhuma amplificação sugestiva de positividade, nem reação 

cruzada com as amostras testadas, sendo negativo em todos os ensaios de 

PCR em Tempo Real.  
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Reação de PCR em Tempo Real duplex para identificação espécie-

específica 

Do total de 312 amostras analisadas, 43,59% (136/312) foram positivas 

para ao menos uma espécie do gênero Plasmodium (densidades parasitárias 

de 5 a 16.414 parasitos/uL de sangue) e 56,41% (176/312) foram negativas 

pela microscopia. O método molecular de Nested-PCR detectou 44,87% 

(140/312) amostras positivas e 55,13% (172/312) negativas, enquanto o 

PCR em Tempo Real identificou 44,24% (138/312) amostras positivas e 

55,76% (174/312) negativas (Tabela 4).  
 

Tabela 4 - Frequência dos resultados por espécie obtida pelas técnicas de Microscopia, 

Nested-PCR e PCR em Tempo Real.  

  Frequências  

Resultados    

 Microscopia Nested-PCR PCR em Tempo Real 

    

Negativo 56,41% (176/312) 55,13% (172/312) 55,76% (174/312) 

Plasmodium vivax 19,23% (60/312) 21,47% (67/312) 20,51% (64/312) 

Plasmodium falciparum 22,43% (70/312) 19,87% (62/312) 19,23% (60/312) 

Plasmodium malariae 0,00% (00/312) 0,00% (00/312) 0,00% (00/312) 

Plasmodium ovale 0,00% (00/312) 0,00% (00/312) 0,00% (00/312) 

Mista (P. falciparum + P. vivax) 1,92%(06/312) 3,53% (11/312) 4,48% (14/312) 

 

Quanto à correlação de cada agente etiológico detectado pelos testes 

realizados, a tabela 5 demonstra a associação entre os achados obtidos pela 

Nested-PCR e PCR em Tempo Real, em que foram observados 7 resultados 

discordantes entre os ensaios. Dois resultados foram considerados negativos 

pela PCR em Tempo Real, enquanto eram positivos para P.vivax (densidade 

parasitária 10 a 120 parasitos/uL de sangue) pela Nested-PCR.  

 

Tabela 5 - Correlação dos resultados obtidos pela Nested-PCR e PCR em Tempo Real  

                        Nested-PCR 

PCR em Tempo Real 
Negativo PV PF PM PO Mista* TOTAL 

Negativo 172 02 - - - - 174 

P. vivax - 62 02 - - - 64 

P. falciparum - - 60 - - - 60 

P. malariae - - - - - - 00 

P.ovale - - - - - - 00 

Mista* - 03 - - - 11 14 

TOTAL 172 67 62 00 00 11 312 

    PF: P. falciparum, PV: P.vivax, PM: P. malariae, PO: P.ovale, Mista*: P. falciparum + P.vivax. 
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Já na tabela 6, estão correlacionados os resultados obtidos pela 

Microscopia em relação à Nested-PCR, observando-se 15 achados 

divergentes entre os ensaios. Ademais, não foram detectados quatro 

resultados de positividade pela Microscopia, quando comparados às duas 

técnicas moleculares, onde os valores de Ct  (ciclo limiar) obtidos pela PCR 

em Tempo Real variaram de 29,33 a 37,49.  

 

Tabela 6 – Correlação dos resultados obtidos pela Microscopia e Nested-PCR.  

           Nested-PCR 

Microscopia 
Negativo PV PF PM PO Mista* TOTAL 

Negativo 172 04 - - - - 176 

P. vivax - 57 - - - 03 60 

P. falciparum - 06 62 - - 02 70 

P. malariae - - - - - - 00 

P. ovale - - - - - - 00 

Mista* - - - - - 06 06 

TOTAL 172 67 62 00 00 11 312 

    PF: P. falciparum, PV: P.vivax, PM: P. malariae, PO: P.ovale e Mista*: P. falciparum + P.vivax. 

 

O limite de detecção geral para Nested-PCR e PCR em Tempo Real foi de 5  

parasitos/uL de sangue. Para este menor valor de parasitemia, a variação do 

Ct esteve entre 33,98 a 39,18 na PCR em Tempo Real.  

 

Reação de PCR em Tempo Real duplex para identificação de infecções 

mistas 

  A PCR em Tempo Real alcançou maior detecção de infecções mistas 

(P. falciparum/ P. vivax) quando comparada a técnica padrão-ouro,  Nested-

PCR (Tabela 5). Pois, enquanto PCR em Tempo Real detectou 14 infecções 

mistas, a Nested-PCR detectou três infecções mistas como sendo 

monoinfecção por P. vivax. Já a técnica de Microscopia demonstrou 

resultados muito discrepantes em relação à Nested-PCR (Tabela 6). Três 

resultados foram identificados como P. vivax e dois como P. falciparum. 

Nos casos de infecções mistas, a variação de parasitemia foi de 5 a 16.000 

parasitos/uL de sangue para a espécie P.vivax e 10 a 11.500 parasitos/uL de 

sangue para o P. falciparum.  

 

Sensibilidade, especificidade clínica e concordância da reação de PCR 

em Tempo Real duplex 

Os parâmetros estatísticos obtidos pela PCR em Tempo Real e 

Microscopia em relação à Nested-PCR estão descritos na Tabela 7. 
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Tabela 7 - Parâmetros estatísticos da PCR em Tempo Real e Microscopia em relação a 

Nested-PCR. 

V.P.P. = Valor Preditivo Positivo; V.P.N. = Valor Preditivo Negativo. 

 

A análise da PCR em Tempo Real em relação à Nested-PCR apresentou 

concordância excelente na detecção de amostras positivas (0,96 kappa, IC: 

95%) e negativas (0,98 kappa, IC: 95%), com sensibilidade de 98,57% (IC 

95% - 95.3-98.5) e especificidade de 100,00%. (IC 95% - 95.4-100). No 

caso de infecções mistas (P. falciparum/P. vivax), a PCR em Tempo Real 

identificou maior número (14/312) que a Nested-PCR (11/312), 

apresentando nível de correlação bom para identificação deste perfil de 

resposta entre as duas técnicas moleculares (0,87 kappa, IC:95%).   

No entanto, foi observada correlação moderada entre a PCR em Tempo 

Real e Microscopia (0,58 IC: 99%) para identificação de infecções mistas. 

Contudo, a concordância entre as duas técnicas foi considerada excelente na 

detecção de amostras positivas (0,93 kappa, IC: 95%) e negativas (0,98 

kappa, IC: 95%).  

A sensibilidade e especificidade para cada uma das espécies de 

Plasmodium, de acordo com a técnica diagnóstica, estão descritas na Tabela 

8.  

 

Tabela 8 - Parâmetros estatísticos da Microscopia e PCR em Tempo Real por espécie. 

               Parâmetros 

Testes Laboratoriais  
Sensibilidade Especificidade V.P.P. V.P.N. 

PCR em Tempo Real 98,57% 100,00% 100,00% 98,85% 

Microscopia 97,14% 100,00% 100,00% 97,72% 

                    Espécie 

Testes Laboratoriais  
P. falciparum P. vivax P. malariae P. ovale 

PCR em Tempo Teal     

Sensibilidade 96,77% 95,52% Não se aplica Não se aplica 

Especificidade 100,00% 100,00% Não se aplica Não se aplica 

Microscopia     

Sensibilidade 100,00% 89,55% Não se aplica Não se aplica 

Especificidade 96,80% 100,00% Não se aplica Não se aplica 
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Foi alcançada melhor sensibilidade para identificação precisa de P. 

vivax utilizando a técnica de PCR em Tempo Real do que pela Microscopia, 

embora a especificidade observada para ambas técnicas tenha sido de 100%. 

Quando avaliamos a detecção de P. falciparum, a situação se inverteu, pois 

a Microscopia obteve maior sensibilidade na identificação dessa espécie em 

comparação com a PCR em Tempo Real. No entanto, a especificidade da 

Microscopia foi menor do que a PCR em Tempo Real nessa situação. 

  

Discussão 

 
A padronização do ensaio molecular de PCR em Tempo Real duplex 

descrita neste trabalho apresentou sensibilidade, especificidade e 

reprodutibilidade excelentes, utilizando amostras clínicas de indivíduos 

provenientes de áreas endêmicas e não-endêmica para malária, além de 

painel de isolados de outros hemoparasitos. Quanto à identificação de 

espécies por essa abordagem molecular, P. vivax foi a que alcançou melhor 

poder estatístico quanto à sensibilidade de detecção precisa pela técnica 

molecular e foi também a mais prevalente (20,51%), seguida de P. 

falciparum (19,23%). Esse achado está de acordo com a distribuição 

esperada para as espécies do gênero Plasmodium na região Amazônica [19, 

28]. 

Não foi observada nenhuma amostra positiva para P. ovale tampouco 

para P. malariae tanto pelas técnicas moleculares como pela microscopia. 

Todavia, no caso da espécie P. malariae, há indícios que a correta 

identificação desta espécie possa estar subnotificada em regiões amazônicas, 

onde o diagnóstico seja realizado somente pela microscopia [31]. Uma 

investigação realizada na bacia Amazônica mostrou prevalência de 1,2% de 

P. malariae identificados pela GE, enquanto a técnica de PCR detectou 

11,90% casos para esta mesma espécie [31]. Outro estudo desenvolvido em 

Rondônia, demonstrou prevalência de 10,00% de infecções por P. malariae 

diagnosticados por Nested-PCR, que haviam sido negligenciadas pela 

microscopia [32]. 

Melhor desempenho foi encontrado para rastreio de infecções mistas 

pela PCR em Tempo Real do que pela Nested-PCR, mostrando que o 

protocolo molecular avaliado foi factível para detecção robusta de espécies 

co-existentes. Essa situação foi verificada pelo fato da Nested-PCR ter 

considerado três isolados como monoinfecção por P.vivax, enquanto eram 

infecções mistas por P. vivax e P. falciparum pela PCR em Tempo Real. 

Normalmente, a carga parasitária predominante de uma das espécies em co-

infecção malárica favorece para que a segunda espécie seja erroneamente 

ignorada por diferentes metodologias de diagnóstico [10, 33]. Estudos 

apontam que em áreas endêmicas na Amazônia, a presença de infecções 

mistas associadas a P. falciparum é um cenário comumente identificado por 

técnicas moleculares, porém subnotificado pela microscopia [34, 35, 36]. 

Portanto, o rastreio de portadores de infecções mistas e assintomáticos é de 

extrema importância para o controle eficaz dos casos de malária em 
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determinada área, pois representam focos para a manutenção da transmissão 

[37, 38, 39]. 

Em contrapartida, outros trabalhos demonstraram menor desempenho 

na triagem de infecção malárica utilizando protocolo de Rougemont e 

colaboradores [40, 41]. Vale ressaltar que as condições técnicas e de 

infraestrutura recomendadas pelo protocolo foram seguidas. Entretanto, 

outros fatores influenciaram esta discrepância, como interpretação dos 

dados, inibição competitiva (no caso de infecções mistas) e variações nas 

sequências de primers utilizados.  

No nosso trabalho, a microscopia não identificou quatro amostras 

positivas para P. vivax, podendo a baixa carga parasitária ser a causa 

provável para esse resultado falso-negativo. Barbosa e colaboradores [39] 

encontraram 54,00% de falhas no exame microscópico para identificação de 

P. vivax em comunidade de área rural da Amazônia, apontando ainda para o 

grande número de infecções subclínicas com baixas parasitemias nessa área. 

Em regiões endêmicas para malária, é comum a circulação de indivíduos 

com carga parasitária baixa, quer sejam assintomáticos ou sintomáticos, o 

que prejudica o diagnóstico acurado e preciso da doença onde infecções 

submicroscópicas são prevalentes [42, 43]. Com base nos dados reportados 

por nosso trabalho, não podemos estimar a existência de portadores ou 

indivíduos assintomáticos, pois o relato de febre aferida ou quadro febril nas 

últimas 24 horas foi critério para inclusão no estudo. 

  Dessa forma, embora a microscopia seja o diagnóstico de referência 

para identificação e quantificação de parasitemia recomendado pelo 

Ministério da Saúde no Brasil, a OMS (Organização Mundial de Saúde) e a 

OPAS (Organização Pan-Americana de Saúde) preconizam o uso de 

abordagens moleculares em auxílio à microscopia, a fim de se conhecer 

melhor a importância de infecções submicroscópicas em regiões endêmicas 

[44].  

A necessidade de se estabelecer uma segunda técnica diagnóstica é 

importante, principalmente para elucidação da espécie, seguida de 

intervenção terapêutica adequada e consequente interrupção da transmissão 

da infecção malárica, como meta para se alcançar o status de eliminação. 

Para interromper a transmissão, é necessário garantir a identificação precisa 

de todos os portadores de Plasmodium spp., tanto sintomáticos e 

assintomáticos, utilizando ferramentas de diagnóstico altamente sensíveis e 

específicas, tempos de resposta diagnóstica rápidos,  além da possibilidade 

de execução dos testes diagnósticos no próprio ambiente da área rural. 

Nesse sentido, embora a sensibilidade da microscopia possa ser aprimorada 

e garantida por meio do estabelecimento de sistemas de gestão da qualidade, 

métodos moleculares como a PCR em Tempo Real têm potencial para 

melhorar a detecção de portadores ou reservatórios de transmissão, devido 

aos elevados parâmetros de sensibilidade e especificidade alcançados pela 

técnica molecular, sobretudo nos casos de baixas parasitemias e infecções 

mistas [10, 45, 46]. 
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Os dados desse estudo estiveram limitados a municípios do estado do 

Pará e, portanto, não podem ser representativos para a região Amazônica na 

sua totalidade. Contudo, estudos desenvolvidos em outras localidades ou 

estados da Amazônia, como o de Costa e colaboradores [35], também 

observou frequência de 5,30% de infecções mistas que foram subnotificadas 

pela GE em área da Amazônia Ocidental brasileira. Outro estudo realizado 

em comunidades ribeirinhas de Rondônia demonstrou que a Nested-PCR 

detectou seis vezes mais casos de infecções sintomáticas e assintomáticas do 

que a microscopia [36]. 

Por outro lado, a PCR em Tempo Real não detectou dois casos que 

eram positivos para P. vivax tanto pela microscopia como Nested-PCR. 

Apesar do limite de detecção de 5 parasitos/µL alcançado pela PCR em 

Tempo Real nesse estudo, as amostras em questão tinham parasitemias 

baixas de 10 e 120 parasitos/µL. Uma razão plausível para esse fato pode 

está fundamentada nas inconsistências observadas por ensaios de PCR em 

Tempo Real ao testar densidades parasitárias baixas, mesmo adotando o 

mesmo protocolo [47,48]. Amostras com parasitemias baixas podem, 

ocasionalmente, amplificar em apenas uma alíquota do ensaio em duplicata 

[49] ou mesmo não amplificar, como observado nessa situação, em que as 

amostras apresentaram valores de Ct maior que 40 e, portanto, negativos. 

Esses achados inconsistentes não são tão infrequentes, como demonstrado 

em outros trabalhos em que a reprodutibilidade dos ensaios de PCR em 

Tempo Real diante de baixas parasitemias alternou entre positivo e negativo 

em quase 40,00% de repetições realizadas [47, 48,50].  

De acordo com nossos achados, a Nested-PCR foi mais eficiente que a 

PCR em Tempo Real para detecção de amostras com baixa parasitemia. Isso 

pode ser devido ao fato da PCR aninhada envolver duas etapas de 

amplificação de DNA, o que culminaria em ampliação da sensibilidade 

diante, sobretudo, de densidades parasitárias baixas. No entanto, devemos 

considerar o maior tempo de execução desse método, a maior possibilidade 

de contaminação e que a aplicabilidade dessa técnica em larga escala para 

rastreio de amostras é limitada, uma vez que é tecnicamente mais laboriosa 

que o protocolo de PCR em Tempo Real analisado [51,52]. 

No entanto, a PCR em Tempo Real possui reagentes e insumos que são 

caros para aplicação na rotina de laboratórios, e seu desenvolvimento exige 

uma infraestrutura necessária para ser aplicada a estudos de campo. Diante 

disso, novas metodologias estão sendo desenvolvidas, como o RealAmp, 

HtLamp e PET-PCR, que apesar de um menor custo para serem realizadas 

[53,54,55], possuem ainda algumas limitações, como o fato de ainda não 

detectarem todas as espécies de Plasmodium, necessitando de 

melhoramentos no desenho dos primers específicos ora desenhados [56]. 

Quando utilizados ensaios combinados em duplex ou multiplex PCR 

em Tempo Real, a formação de dímeros de primers e inibição competitiva é 

uma possibilidade [40, 46, 57], o que não ocorreu em nosso estudo. As 

modificações de sondas no terminal quencher contribuíram para que este 

problema fosse superado. Além disso, adotamos primers para identificação 

das quatro espécies de Plasmodium, incluindo P. ovale, que apesar de não 

ser uma espécie que seja transmitida no Brasil, é importante abranger em 
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triagens epidemiológicas e como resposta em situações de inquéritos de 

medicina do viajante. Outros fatores também devem ser considerados, como 

a intensa mobilidade humana entre países que adotam medidas distintas de 

controle [58, 59].  

Ressalta-se que o protocolo de PCR em Tempo Real analisado também 

pode ser adaptado para implementação de sondas direcionadas ao P. 

knowlesi [60,61], a quinta espécie envolvida como causa de infecção 

malárica humana [62]. Embora a identificação de P. knowlesi em humanos 

esteja concentrada na Malásia Bornéo [63] e algumas áreas do Sudeste da 

Ásia [64], alguns países estão adotando triagem diagnóstica para esta 

espécie, principalmente no que diz respeito a viajantes regressos de locais 

de alto risco de transmissão para essa espécie [64, 65, 66]. 

O protocolo estabelecido nesse trabalho poderá ser uma excelente 

alternativa à microscopia para esclarecimento ou confirmação diagnóstica 

no contexto de um laboratório de referência, assim como também pode ser 

empregada nas redes descentralizadas de diagnóstico e triagem em bancos 

de sangue, fortalecendo a capacidade diagnóstica bem como o sistema de 

vigilância epidemiológica do Brasil e as ações de controle desse agravo, 

com vistas à eliminação.  

 

Conclusão 
O protocolo de PCR em Tempo Real estabelecido nesse trabalho 

permitiu a detecção espécie-específica de Plasmodium spp. em uma única 

etapa de PCR duplex. Esse procedimento molecular apresentou 

sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade excelentes para detecção de 

infecções por Plasmodium spp. em amostras clínicas, sendo uma ferramenta 

valiosa para o diagnóstico preciso de malária, em especial na detecção de 

infecções mistas. O estabelecimento de um protocolo molecular com 

elevada sensibilidade é importante como uma ferramenta auxiliar as técnicas 

convencionais, quer seja no contexto do serviço ou de pesquisas científicas.  
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