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Introducéo:

A malaria é uma protozoonose dos eritrocitos, ases seres humanos por cinco
espécies do génerBlasmodium: P.falciparum, P.vivax, P.ovale, P.malariae e P.
knowlesi. O P. falciparum € a principal causa da malaria clinica grave e degas. No
Brasil, a maioria dos casos de malaria se concaatragido Amazénica (Acre, Amapa,
Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, RondboniaairRa e Tocantins), area
endémica para a doenca. Para o tratamento adegiosdpacientes com maléaria, o
diagndstico deve ser realizado de maneira rapigee@sa. O exame de rotina para o
diagnostico da maléria é a gota espessa, que tomsisdentificacdo de parasitos no
sangue periférico, através de microscopia Optista EEcnica € amplamente utilizada,
embora possua baixa sensibilidade e especificidadgtuacdes de densidade parasitaria
baixa e infeccdes mistas. Por isso, as regidesngndé do pais necessitam de uma

melhor ferramenta de diagndstico para a deteccaoatieia.

Objetivo:
Desenvolver e padronizar um ensaio molecular paraiagnostico de maléaria
(Plasmodium sp.) em sangue total e plasma humano, baseada néoptstiade PCR em

Tempo Real.

Metodologia:

Foi utilizada a técnica de PCR em tempo real patasenvolvimento do teste. E, para
detectar qualquer isolado &asmodium sp. foram desenhadas algumas sequéncias de
iniciadores e de sondas da regido gendmica cortsed@SrRNA. Em toda reacéo foi
utilizada uma particula calibradora (PC), como kmatinterno do sistema. Para a
padronizacdo da reacdo duplex e prova de conceraimf utilizadas amostras de

pacientes.



Resultado:

Apos diversos testes para a padronizacdo da r€agéex (Malaria CY5/PC ABY), um
conjunto de iniciadores e de sonda obtiveram redod satisfatérios para a deteccdo do
alvo Plasmodium sp, apresentando um bom desempenho nas curvas ddicagfb e
sem reacao inespecifica. Os testes para aperfeigpama reacao foram realizados com
amostras de pacientes com diferentes concentragdeendas e de iniciadores. Apos
aperfeicoamento, o ensaio molecular para o diagedosie malaria apresentou
sensibilidade, especificidade e reprodutibilidadistatoria. Trinta e duas amostras de
plasmas positivos para Malaria foram submetidasrsaio molecular. Todas as amos-

tras, exceto uma, tiveram amplificacdo para Malaria

Conclusao:

Os testes realizados mostraram que a reacao d(idataria/PC) é satisfatoria. O
desenvolvimento de um ensaio molecular para o ds&igo de Malaria ira ajudar nos
inquéritos  epidemioldgicos, na determinacdo do golamt assintomético, no
monitoramento da resposta terapéutica e no rastrgantde doadores infectados em

bancos de sangue.
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