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RESUMO 

 

A TTM (Malária Transmitida por Transfusão) ocorre através de qualquer 

componente de sangue que contenha eritrócitos que possam abrigar parasitas viáveis, 

porém, casos envolvendo plaquetas, leucócitos e plasma congelado têm sido reportado. 

As principais causas de relatos de TTM é a presença de baixa parasitemias em pacientes 

assintomáticos. O objetivo deste trabalho foi verificar a eficiência do ELISA-Malaria 

Antigen Test, que faz a captura do antígeno pLDH (Lactato Desidrogenase Plasmodial), 

como método de triagem de malária em doadores de sangue. Para a realização deste 

estudo selecionamos 1670 amostras das Unidades de Coleta e Transfusão (UCTs) das 

cidades do interior Estado do Pará: Altamira, Castanhal, Marabá, Santarém e Tucuruí e 

da capital Belém, sendo que desta tivemos amostras de um outro grupo, os de doadores 

que estiveram em zonas endêmicas 30 dias antes da doação. As amostras foram 

coletadas em duas estações (seca e chuva). Observou-se que o ELISA-Malaria Antigen 

Test é um teste sensível e prático, porém ajustes ainda devem ser feitos no ponto de 

corte estabelecido pelo fabricante, pois de acordo com a sua faixa só foi possível a 

detecção de 0,42% de amostras positivas e quando o ponto de corte foi ajustado com 

amostras do grupo controle, esse número passou para 4,37%. Não foi encontrada 

diferença sazonal no número de casos positivos e negativos, mas quando analisamos os 

∆DO/Cutoff das amostras de todas as cidades, observamos diferenças significativas, o 

que demonstrou que a cidade de Belém possuía a menor possibilidade de encontro de 

casos de malária do que nas amostras das cidades de Altamira, Santarém e nas da Zona 

Endêmica. Os casos de TTM, embora não sejam comuns dentro de áreas não endêmicas, 

podem ocorrer, pois os doadores implicados em TTM invariavelmente apresentam 

baixas parasitemia, o que dificulta a detecção dos parasitas pelos métodos disponíveis. 

Assim, para uma boa triagem de doadores, estratégias efetivas devem ser criadas, 

incluindo triagens clínico-epidemiológicas, associadas a ferramentas sorológicas 

eficazes para assegurar a qualidade do sangue disposto à doação. 
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ABSTRACT 

 

The TTM (Transfusion-Transmitted Malaria) happens through any 

component of blood that contains erythrocytes that can shelter viable parasites, even so, 

cases involving platelets, leukocites and frozen plasma have been reported. The main 

causes of reports of TTM is the presence of low parasitemias in patients without signs. 

The objective of this work  was, initially, to verify the efficiency of the ELISA-Malaria 

Antigen Test, that makes the capture of the antigen pLDH (Lactate Dehydrogenase 

Plasmodial), to be used in the future as malaria screen in donors of blood. For the 

accomplishment of this study we selected 1670 samples of the Units of Collection and 

Transfusion (UCTs) of the cities of the interior of Pará: Altamira, Castanhal, Marabá, 

Santarém, Tucuruí and Belém, and of this last city, capital of the State, we had samples 

of another group, the one of donors that were in endemic zones 30 days before the 

donation. All the samples had its collection divided in two periods (dryness and rain). It 

was observed that ELISA-Malaria Antigen Test is a sensible and practical test, even so, 

repairs still should be done in the court point established by the maker, because in 

agreement with its strip it was only possible the detection of 0,42% of positive samples 

and when the court point was adjusted with samples of the group it controls, that 

number passed for 4,37%. It was not found seasonal difference in the number of 

positive and negative cases, but when an analysis was made with ∆DO/Cutoff of the 

samples of all the cities, we noticed that they presented significant differences in its 

results, demonstrating that the city of Belém possesses the smallest probability of 

meeting cases of malaria than in the samples of the cities of Altamira, Santarém and in 

the one of the Endemic Zone. The cases of TTM although they are not common inside 

non endemic areas, they can happen, because the donors invariably implied in TTM 

possess low parasitemias, wich make difficult the detection of the parasites for the 

available methods. Thus, for a good screen of donors, effective strategies should be 

created, including clinical-epidemic screens, associated to effective tools serological 

enough to assure the quality of the blood arranged to the donation. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

A palavra malária surgiu na Itália no século XVII onde eles atribuíram os 

quadros de febre romana ao mau ar (mal’aria) vindo dos pântanos. O primeiro a 

descrever as manifestações da doença e correlacioná-las ao local em que viviam e época 

do ano foi Hipócrates. Em 1880 o agente etiológico da malária foi identificado, pelo 

médico francês Charles Alphonse Laveran, quando observou organismos em 

movimento em uma preparação de sangue de uma paciente com sinais e sintomas 

sugestivos de malária (Bruce-Chwatt, 1980). Em 1899, o ciclo evolutivo completo do 

agente etiológico em seres humanos foi descrito por Grassi e colaboradores. No ano 

seguinte foi confirmado por Ronald Ross que a malária era transmitida por mosquito do 

gênero Anopheles (Bruce-Chwatt, 1985). 

A malária é transmitida para humanos através da inoculação de 

esporozoítos por mosquito fêmea da ordem dos dípteros, família Culicidae e do gênero 

Anopheles que possuem como preferência criadouros de águas límpidas e sombreadas, 

mas também utilizam pequenas poças para o seu desenvolvimento. Existem cerca de 

400 espécies distribuídas pelo mundo, mas somente 60 são vetores da malária humana 

(Bruce-Chwatt, 1988). As principais espécies transmissoras pertencem a dois 

subgêneros: Nyssorhincus e Kerteszia (Rachou, 1958, Deane, 1986). No Brasil, o 

principal vetor é o Anopheles (N) darlingi, bastante freqüente na Amazônia, presente em 

quase todo o território brasileiro, sendo responsável pela transmissão no interior do 

Brasil e cerca de 80% em todo país (Xavier & Rebelo, 1999). Porém outras espécies 

exercem importante papel na transmissão como o A. (N.) aquasalis, que se distribui pela 
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faixa litorânea que vai do Amapá até o norte de São Paulo e tem como criadouros 

preferenciais coleções de água salobra, o A.(K) cruzii, e o A. (K) bellator, que estão 

presentes na região da Mata Atlântica, e possuem como criadouros preferenciais a água 

acumulada nas folhas de plantas bromeliáceas (Deane, 1986). A espécie antes conhecida 

como A.(N.) albitarsis, atualmente é considerada um conjunto de quatro espécies, com 

diferentes capacidades vetoriais (Wilkerson et al., 1995a, Segura, 1998). Duas delas já 

foram encontradas naturalmente infectadas por Plasmodium, no Brasil, o A.(N.) 

marajoara que existe tanto no interior como no litoral, encontrada naturalmente 

infectada no Amapá e tem hábitos domésticos (Wilkerson et al.,1995b; Povoa et al., 

2000; Silva-Vasconcelos et al., 2002) e o A.(N.) deaneorum, encontrado no Acre e em 

Rondônia (Freitas, 1989; Wilkerson et al.,1995b). As outras duas espécies o A. (N.) 

albitarsis sensu strictu e o A. (N.) albitarsis B não consideradas espécies transmissoras. 

É observado que em áreas de alta transmissão ocorre uma variação 

sazonal no número de casos, onde o período de maior ocorrência é encontrado no final 

da estação chuvosa, quando há um aumento na densidade vetorial (Camargo et al., 

1996). 

A Organização Mundial de Saúde estima que cerca de 500 milhões de 

pessoas estejam infectadas por plasmódios no mundo, das quais aproximadamente 2,5 

milhões morrem anualmente. 

A malária é uma endemia e ainda continua sendo um grave problema de 

saúde pública, que ocorre, principalmente, nos países de clima tropical e subtropical. 

Estimativas da Organização Mundial da Saúde é de que mais de 2 bilhões de pessoas 

estão expostas ao risco de adquirir malária, e as áreas geográficas onde ocorrem a 

transmissão compreendem cerca de 100 países. Essas áreas consideradas endêmicas, 
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estão localizadas nas regiões mais pobres (África, Ásia e América do Sul e Central), 

onde a malária tem atuado como um fator limitante do crescimento demográfico, social 

e econômico. (WHO, 2002). 

 

1.2. TIPOS DE PLASMÓDIOS 

A malária é uma doença parasitária sistêmica causada por protozoários 

intracelulares pertencentes ao filo Apicomplexa, ordem Eucoccidiida, família 

Plasmodiidae e gênero Plasmodium, existindo cerca de 125 espécies capazes de infectar 

répteis, aves e mamíferos, das quais apenas quatro infectam seres humanos, o P. 

malarie (Laveran, 1881), P. vivax (Grassi & Feletti, 1890), P. falciparum (Welth, 1887) 

e o P. ovale (Stephens, 1922).  

Os plasmódios humanos são parasitos intracelulares obrigatórios que 

infectam e destroem os eritrócitos durante a fase assexuada. O Plasmodium falciparum 

é responsável pela forma mais grave da malária humana, capaz de infectar os eritrócitos 

em qualquer etapa maturativa, produzindo alta parasitemia, sendo comumente 

encontrado nas regiões tropicais (Gilles, 1993; Souza et al., 2000).  

O P. malarie é responsável pela malária benigna e infecta as hemácias 

maduras, o P. vivax e o P. ovale, também são agentes de malária e que parasitam 

preferencialmente os reticulócitos (Souza et al., 2000). 

 

1.3. CICLO EVOLUTIVO 

Os protozoários do gênero Plasmodium possuem um ciclo de vida 

heteroxênico, ou seja, uma fase assexuada endógena ou esquizogônica que se multiplica 

no hospedeiro intermediário vertebrado, que pode ser ave, réptil, primata, roedor e 
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humano. A outra fase, sexuada exógena ou esporogônica, ocorre com multiplicação no 

hospedeiro definitivo invertebrado (Gilles, 1993; Souza et al.,2000). 

Em seres humanos, o ciclo esquizogônico possui duas fases, a primeira 

que é a pré-eritrocítica que ocorre nas células hepáticas e a segunda eritrocítica que 

ocorre nas hemácias (Hviid, 1998; Miller et al., 2002). 

A malária é transmitida ao hospedeiro vertebrado, quando o anofelino 

fêmea faz o repasto sanguíneo liberando junto com a saliva os esporozoítos que são 

formas infectantes para humanos. Eles são inoculados no tecido subcutâneo ou 

diretamente na corrente sanguínea, iniciando a etapa pré-eritrócitica (Miller et al., 2002) 

(Figura 1). Os esporozoítas, após alguns minutos, são transportados pela circulação 

sanguínea até o fígado, onde penetram nos hepatócitos, local onde o parasita encontra 

boas condições para fazer a esquizogonia. No P. ovale e P. vivax, os esporozoítas 

podem permanecer latentes no interior do hepatócito por vários meses, em uma forma 

conhecida como hipnozoítos, produzindo recaídas quando saem tardiamente na 

circulação, enquanto isso os esporozoítas do P. falciparum e P. malarie iniciam 

imediatamente o processo de esquizogonia (Krotoski, 1985; Ashley, 2006). 
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Figura 1: Ciclo de vida do Plasmodium (Adaptado de Solomon, et. al., 1999). 

 

Após a penetração, ocorrerá à diferenciação dando origem aos 

esquizontes hepáticos. Esse processo é chamado de esquizogonia exoeritrocítica 

gerando os esquizontes teciduais primários, que ao amadurecer rompem os hepatócitos 

liberando os merozoítos nos capilares intra-hepáticos, assim alcançando a corrente 

circulatória e invadindo as hemácias (Krotoski, 1985; Farid et al., 1993). 

Dependendo do tipo de Plasmodium, o número de merozoítas originados 

nos hepatócitos varia, assim como o período para a ruptura e liberação dos merozoítas, 
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podendo ser de 6 a 15 dias de acordo com a espécie (Mota & Rodriguez, 2001; Moore 

et al, 2002).  

Ao saírem dos hepatócitos, os merozoítas invadem os eritrócitos e se 

replicam produzindo formas aneladas chamadas trofozoítas, que utilizam a hemoglobina 

das hemácias para a sua nutrição. Posteriormente sofrerão divisão nuclear passando a 

esquizontes, que se diferenciarão em merozoítas eritrocíticos, onde após a ruptura dos 

eritrócitos serão liberados e irão parasitar outros eritrócitos, repetindo o ciclo (Botero & 

Restrepo, 1998; Hviid, 1998). 

  Para que o ciclo esquizogônico eritrocítico se mantenha, é necessário que 

cada trofozoíto dê origem de 20 a 30 merozoítos, que continuarão invadindo as 

hemácias, isso faz com que a carga parasitária aumente no sangue do indivíduo, 

ocorrendo a manifestação dos sintomas da doença (Rosemberg et al., 1990). 

  Apenas uma pequena parte da população dos merozoítos irão se 

diferenciar em gametócitos femininos (macrogametócitos) e masculinos 

(microgametócitos), que são as formas infectantes para o vetor. A partir daí começa a 

fase sexuada do ciclo do parasita, nos mosquitos do gênero Anopheles. (Bruce et al., 

1990; Krettli, 1994; Souza & Riler, 2002). 

  As hemácias que contém os gametócitos são rompidas após terem sido 

ingeridas pelo mosquito, o gametócito masculino irá originar os microgametas através 

do processo denominado de exflagelação. Os microgametas fecundarão os gametócitos 

femininos, formando o zigoto ou oocineto, que migrará através das células epiteliais do 

estômago do vetor se transformando em oocisto, que irá se fixar na membrana basal do 

intestino médio e sofrerá mudanças na sua estrutura se transformando em esporozoítas. 

Quando ocorre a ruptura do oocisto maduro, os esporozoítos são liberados através da 
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hemolinfa para as glândulas salivares do vetor. A duração desse ciclo dentro do vetor 

varia de 7 a 14 dias após a infecção, dependendo do tipo de Plasmodium. Após essa 

série de eventos o vetor está apto para infectar os hospedeiros dando continuidade ao 

ciclo (Bruce et al.,1990; Moore et al, 2002). 

 

1.4. EPIDEMIOLOGIA DA MALÁRIA 

1.4.1. No Mundo 

Esta parasitose representa uma das principais endemias mundiais, e é 

responsável por aproximadamente 1.5 a 2.7 milhões de óbitos por ano. No momento, 

encontra-se limitada à África, Ásia e Américas, apresentando assim um caráter 

endêmico em 91 países, sendo um dos principais determinantes de morbidade e 

mortalidade nos países em desenvolvimento de áreas tropicais e subtropicais. O 

continente africano é o responsável por 90 % dos casos mundiais, ocorrendo cerca de 15 

a 25% em crianças com menos de cinco anos de idade (WHO, 1998; 2002). Em 2003 

dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) mostraram que 350–500 milhões de 

pessoas no mundo ficaram doentes por causa da malaria (Korenromp et al.,2005).  

Apesar dos inúmeros esforços para controlar a doença, o aparecimento 

de resistência dos plasmódios as drogas, migração e turismo para países endêmicos, têm 

aumentado o número de casos em alguns países. Aproximadamente 25.000 turistas 

adquirem malária a cada ano, e talvez desses nem 100 sobrevivam a infecção (Wellems 

& Miller, 2003). 
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1.4.2. Nas Américas 

  No ano de 1998 as Américas possuíam cerca de 803 milhões de 

habitantes, dos quais 38,4% viviam em áreas onde as condições ambientais eram 

propícias à transmissão da malária. Dos 37 países e territórios membros da Organização 

Panamericana de Saúde (OPAS), 21 desses países se encontram em regiões com 

transmissão ativa de malária, do total de habitantes 47,6% vivem nas zonas expostas a 

algum risco de transmissão. 

  A detecção dos casos aumentou entre 1997 a 1998 de 135,5 a 

160,51/100.000 de habitantes da população da América e de 350,8 a 418,31/100.000 da 

população residente em áreas ambientais favoráveis a transmissão. 

  Em 2000, foram notificados nas Américas 1,14 milhão de casos de 

malária, com 82,5% oriundos de apenas cinco países: Brasil com 53,6%; Colômbia 

9,45%; Equador 8,65%; Peru 6,12% e Guatemala com 4,68% (WHO, 2002) 

  No ano 2002, o número de pessoas que habitavam zonas de condições 

ecológicas ideais à transmissão de malária era 262 milhões, cerca de 31% da população. 

Essas condições contribuíram para o aumento no número de casos da doença, sendo 

então registrados 885.000 casos de malária neste mesmo ano na região das Américas, 

dos quais 39,6% ocorreram no Brasil, onde as condições sócio–culturais da população e 

a presença de florestas tropicais são fatores que contribuem para a manutenção da 

endemia (OPAS, 2003). 

  No ano de 2003, o número de pessoas que habitavam essas zonas 

ecológicas subiu para 302 milhões, tendo uma decaída no seu número em 2004 para 264 

milhões (WHO, 2005). 
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1.4.3. No Brasil 

No Brasil a malária está concentrada na Amazônia Legal (99% das 

notificações) (SVS/MS, 2003). Por compreenderem regiões tropicais com baixa 

densidade populacional, há dificuldades de acesso a algumas localidades, 

comprometendo a detecção e acompanhamento clínico de todos os casos da doença 

nestas regiões (Marques & Gutierrez, 1994; Passos & Fialho, 1998). 

Durante a década de 40 e 50, a malária encontrava-se sob controle no 

território brasileiro, tendo até sido erradicada em algumas regiões anteriormente 

consideradas endêmicas, mas no final da década de 60 e início da década de 70 a 

situação epidemiológica da malária voltou a se agravar, devido principalmente às 

alterações sócio-econômicas e aquelas ocorridas no ecossistema (FUNASA, 2003). Esse 

aumento no número de casos foi determinado principalmente pela implantação de 

projetos de integração da Amazônia com o resto do país, como a construção de novas 

rodovias, abertura de projetos de colonização e expansão de áreas de garimpos, o que 

levou ao estabelecimento de um fluxo migratório imenso e intenso de pessoas na grande 

maioria vindas das regiões Nordeste, Centro-Oeste e Sul do país, todos suscetíveis 

(Machado et al., 2003; Loiola et al., 2002; Tauil, 1986). 

A Amazônia brasileira possui características climáticas e ecológicas 

favoráveis à transmissão da doença. Nessa região, a malária não se apresenta com uma 

distribuição homogênea, ocorrendo situações epidemiológicas diferentes, devido às 

características da ocupação da região (Marques, 1986). 

  Em 2000, o Ministério da Saúde/FUNASA diante da grave situação em 

que o Brasil se encontrava, com a presença de altos níveis de casos de malária, criou o 

Plano de Intensificação das Ações de Controle da Malária (PIACM), formado pelos 
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Estados da região amazônica (Acre, Amapá, Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Pará, 

Roraima, Rondônia e Tocantins). As medidas adotadas revelaram uma inversão do 

crescimento da doença em 2001 e 2002, registrando cerca de 388 e 358 mil casos 

respectivamente, enquanto em 1999 foram registrados cerca de 630 mil casos nos noves 

estados incluídos no programa (Loiola et al., 2002; SVS/MS, 2003). 

  Em 2003, ocorreu um aumento no número de casos de malária, com o 

registro de 404 mil casos da doença. No estado do Pará, 123 mil casos foram 

registrados. Nos últimos anos o Estado registrou uma média de 45% do total de casos de 

malária, entretanto em 2004 obteve o seu percentual reduzido para 27,9% (SVS/MS, 

2003). No período de 2000 a 2003 foram registrados 10.627 casos de malária (SESPA, 

2004), com destaque para as áreas alvos desse estudo: Altamira, Castanhal, Marabá, 

Santarém e Tucuruí, locais periurbanos do município de Belém, que possuem 

transmissão ativa de malária, durante uma grande parte do ano. 

 

1.5. ESTRATÉGIAS DE CONTROLE DA MALÁRIA 

Nos últimos anos o Ministério da Saúde em parceria com estados e 

municípios, tem intensificado as ações de controle da malária na Amazônia, com o 

objetivo de reduzir a incidência, evitar o surgimento de epidemias localizadas, reduzir a 

sua gravidade e, conseqüentemente o número de internações e óbitos.  

Os municípios foram priorizados a partir de alguns critérios 

epidemiológicos: Incidência Parasitária Anual (IPA) maior de 49.9 casos por mil 

habitantes, compor o conjunto dos municípios responsáveis por 80% dos casos de 

malária do estado, apresentar proporção de malária falciparum superior a 20% do total 

de casos ou ser capital do estado com transmissão urbana de malária(OPAS, 2000). 
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1.5.1 Métodos Laboratoriais 

Para atingir as principais metas de controle da malária são utilizados 

alguns instrumentos importantes como os métodos laboratoriais para diagnóstico. Essas 

metas abrangem o diagnóstico precoce e preciso, tratamento imediato e eficaz, o que é 

importante tanto na prática clínica como em inquéritos epidemiológicos. (WHO, 1999; 

2000). 

O teste diagnóstico padrão ouro é a gota espessa (GE), que apresenta 

sensibilidade e especificidades satisfatórias, permitindo a identificação das espécies do 

gênero Plasmodium e de suas diferentes fases de desenvolvimento, além de quantificar 

as formas parasitárias observadas (Ross, 1903). Essa técnica, entretanto possui alguns 

fatores limitantes, como a conservação da morfologia do parasito, o que dificulta a 

interpretação, necessitando de um corpo técnico altamente treinado e especializado 

(Ávila & Ferreira, 2000). 

Outros métodos alternativos como os métodos imunocromatográficos, 

ensaios imunoenzimáticos e até algumas ferramentas da Biologia Molecular, através da 

utilização da Reação da Cadeia da Polimerase (PCR), vêm sendo produzidos e testados 

para o diagnóstico da malária, visando suprimir os limites apresentados pela técnica da 

GE (Philips, 2001). 

Os testes rápidos para diagnósticos através da imunocaptura (RDTs) têm 

como base a detecção do antígeno da malária, e foram desenvolvidos para diminuir o 

tempo de execução, melhorando assim a sensibilidade e a objetividade do diagnóstico 

(Playford & Walker, 2002).  

O ParaSigth–F (Becton Dickinson, Franklin Lakes, N.J) e o ICT Pf 

(Amrad-ICT, Sydney, Australia) são ensaios que detectam a proteína 2 rica em histitina 
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(HRP2), expressado por trofozoítas de P.falciparum e também por gametócitos 

imaturos. Em geral, os estudos mostram uma detecção de 40 a 60 parasitas/µl e 

sensibilidade variando de 84 a 100% para infecções de P.falciparum (Playford & 

Walker, 2002). Quando comparados com a gota espessa, o resultado é bom com 

parasitemias superiores a 60 parasitos/µL, diminuindo drasticamente quando a 

parasitemia desses testes é igual ou inferior a 10 parasitos/ µL. 

O RDT foi desenvolvido para detectar P.vivax além do P.falciparum. O 

ensaio ICT P.f/P.v (Amrad–ICT) detecta o mesmo antígeno de P.falciparum especifico 

o HRP2 presente no ensaio de ICT P.f, além de detectar um antígeno pan-específico 

expressado por P.falciparum, por P.vivax e possivelmente também por P.ovale e por 

P.malarie. (Mason et al.,2001). 

Pela sua praticidade e facilidade de realização, tanto o ParaSight-F como 

o ICT Malária Pf foram considerados testes úteis para a triagem e mesmo para a 

confirmação diagnóstica, principalmente em situações onde é complicado processar o 

exame da gota espessa, como em áreas de difícil acesso (Aslan et al.,2001). 

Estes RDTs têm várias limitações importantes, como a sensibilidade com 

baixas parasitemias, inabilidade para identificar as espécies parasitárias e quantificar a 

densidade de parasitas, e custo elevado quando comparado com a GE. Resultados falso-

positivos acontecem nos testes como HRP2 devido à persistência do antígeno na 

circulação por até 28 dias, mesmo na ausência de parasitemia, o que o torna inútil para o 

acompanhamento da terapêutica (Bartoloni et al.,1998 ; Grobush et al., 1999). 

Existem também as técnicas de detecção do parasita no interior das 

hemácias, como o QBC® (Quantitative Buffy Coat). Técnica adaptada do modelo 

desenvolvido para a contagem de células sangüíneas que combina a concentração dos 
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parasitos pela centrifugação do sangue em tubos de micro-hematócrito e a coloração dos 

ácidos nucléicos (DNA e RNA) do parasito pelo fluorocromo laranja de acridina 

(Wardlaw & Levine, 1983). É um teste considerado sensível e específico, não 

necessitando de profissional altamente qualificado para a sua interpretação, útil para 

bancos de sangue para a triagem de doadores, principalmente os das áreas endêmicas, já 

que nessas circunstâncias, o volume de trabalho e a maior probabilidade de baixas 

parasitemias tornam impraticável o uso da GE. Entretanto, é de alto custo, uma vez que 

envolve microscopia epifluorescente e tubos previamente preparados com 

anticoagulante e corantes especiais. Embora vários estudos tenham mostrado a 

eficiência do QBC® para o diagnóstico da malária, análises mais recentes demonstraram 

que, embora seja mais rápido e mais objetivo, o QBC® não é superior à gota espessa no 

diagnóstico parasitológico da malária (Spielman et al., 1988; Pornsilapatip et al., 1990; 

Wongsrichanalai et al., 1991; Baird et al., 1992; Ávila et al., 1994; Benito et al.,1994; 

Craig & Sharp, 1997; FUNASA, 2001). 

Mais recentemente, um outro método de diagnóstico rápido foi 

desenvolvido, com a vantagem de poder capturar antígenos de P. falciparum e P. vivax 

simultaneamente. Trata-se do OpitMAL, um teste também baseado em fitas de detecção 

por imunocromatografia, que utiliza anticorpos policlonais e monoclonais marcados 

com ouro e dirigidos contra a enzima lactato desidrogenase específica do parasito 

(pLHD), enzima glicolítica expressa em altos níveis no estágio eritrocítico do parasita . 

Como só é produzido por parasitos vivos, os níveis de pLDH acompanham a 

parasitemia periférica, sendo um bom marcador para o seguimento de infecção ativa. Os 

kits para a detecção do pLDH permitem a diferenciação de P.falciparum de outras 

espécies de Plasmodium, mas não distinguem entre P.vivax, P.malarie e P.ovale, já que 
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essa diferenciação é baseada nas diferenças antigênicas entre as isoformas da pLDH 

(Makler et al., 1998; Fryauff, 2000).  

A detecção dessa enzima também pode ser efetuada pelo método 

imunológico como o ELISA-Malária Antigen Test (DiaMed-Switzerland), que é o alvo 

desse estudo. Esse teste é considerado um método rápido e de alta sensibilidade para a 

imunocaptura de antígeno através de teste ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent 

Assay). O antígeno detectado é uma enzima específica do metabolismo intracelular do 

Plasmodium, a Lactato Desidrogenase plasmodial (pLDH), encontrado no estágio 

eritrocitário do parasita (Makler et. al.,, 1998), possuindo a capacidade de detectar as 

quatro espécies de Plasmodium que infectam seres humanos (P. falciparum, P. vivax, P. 

ovale e P. malarie). 

A técnica do ELISA-Malaria Antigen Test é uma variação enzimática do 

método de ELISA “sanduíche”, utilizando anticorpos monoclonais para captura do 

antígeno dos parasitas da malária. Para esse ensaio é utilizado sangue total, no qual 

detecta-se a enzima metabólica específica intracelular, a Plasmodium Lactato 

Dehidrogenase (pLDH) presente no estágio eritrócitico do parasita (Piper et al., 1999). 

Outra ferramenta importante e eficiente que pode ser utilizada para a 

triagem em banco de sangue, é a técnica da Biologia Molecular através do 

desenvolvimento de sondas dos genes que codificam antígenos de superfícies, como o 

gene da subunidade 18S do rRNA presente nas quatro espécies de plasmódios 

infectantes para o homem (P.falciparum, P.vivax, P.malarie e P.ovale). Estas sondas 

tem grande aplicabilidade na detecção de baixas parasitemias e de infecções mistas, 

pelo fato do rRNA ser a macromolécula celular mais abundante do plasmódio, 

representando de 0.2 a 1.0 pg do parasita, muito mais do que o do DNA total, que 
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representa 0.02 pg (Lal et al.,1989; Sethabutr et al., 1992; Ciceron et al., 1999). A 

amplificação desse gene é capaz de detectar as quatro espécies de parasitas pela técnica 

PCR (Reação da Cadeia da Polimerase), todavia, tem custo elevado, podendo ser 

inviável na rotina laboratorial (Farnert et al., 1999). 

Condições diferenciadas de coleta e preparação do sangue têm sido 

estudadas, assim como métodos variados da PCR, como por exemplo: Nested-PCR, 

PCR Multiplex, Real Time PCR, etc. A técnica da PCR geralmente apresenta 

sensibilidade superior à da gota espessa, e é capaz de detectar parasitemias com 0,04-

0,004 parasitas/µL. A complexibilidade da técnica ainda dificulta a sua aplicação para o 

diagnóstico precoce em alguns setores primários da saúde. A sua utilização tem sido 

importante na detecção de assintomáticos em áreas endêmicas, em estudos 

epidemiológicos, monitoramento da resposta imune de pacientes tratados com drogas 

antimaláricas, caracterização genotípica dos plasmódios (Warhurst et al., 1991; Wooden 

et al., 1992; Zallis et al.,1996; Farnert et al., 1999), triagem de doadores de sangue em 

áreas de endemicidade e como teste de referência para a avaliação do desempenho de 

novos testes diagnósticos (Pieroni et al.,1998). 

 

1.6. LACTATO DESIDROGENASE PLASMODIAL (pLHD)  

A lactato desidrogenase é uma enzima essencial para a sobrevivência do 

parasita, trata-se de uma enzima terminal da via de Embden-Meyerhof (via glicolítica 

anaeróbica) do parasita da malária (Makler & Hinrichs, 1993). Devido a falta de um 

ciclo de Krebs funcional durante seus estágios eritrocítico, o Plasmodium tende a 

organizar-se, a fim de gerar toda a sua energia através da glicólise, acoplada com a 

fermentação (Chaikuad., et al 2005).  
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Sua produção e acúmulo podem ser usadas in vivo e in vitro como 

índices da viabilidade do parasita. A pLDH foi uma das primeiras enzimas demonstrada 

eletroforeticamente, imunologicamente e cineticamente distinta daquela presente no 

hospedeiro (Sherman, 1961). Ela foi usada primeiramente como um indicador da 

presença de parasitas da malária, uma vez que os níveis de pLDH correspondem à 

densidade do parasita (Noedl et al., 2003).  

O pLDH possui importante papel no metabolismo anaeróbico dos 

carboidratos dos parasitas da malária humana, pois os parasitas da malária dependem 

principalmente da glicólise anaeróbica, de onde requerem principalmente a regeneração 

do NAD (Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo) para o contínuo fluxo da glicose 

através dessa via. Baseado no conhecimento de que a atividade da pLDH é distinguível 

da atividade LDH do hospedeiro, usando um análogo do NAD (APAD), Makler et al 

desenvolveram um ensaio de sensibilidade à droga que determina perfis de inibição pela 

medida da atividade enzimática da pLDH (Knoblosh, 1995). 

 

1.7. INFECÇÕES ASSINTOMÁTICAS POR Plasmodium 

  As principais causas de relatos de transmissão de malária por transfusão é 

a presença de baixa parasitemias em pacientes assintomáticos, ocupando o papel de 

reservatório do parasita contribuindo assim para a manutenção da sua transmissão 

(Contreras et al., 1999; Camargo et al.,1999). Essa situação ocorre principalmente nas 

áreas de transmissão intensa, como em alguns países da África, cuja prevalência de 

parasitemias assintomáticas por P.falciparum é alta (Vinetz & Gilman, 2002; Nsobya et 

al., 2004). Estudos também têm demonstrado a ocorrência de casos de portadores 
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assintomáticos por P.vivax, em regiões da Ásia, Américas Central e Sul e na Amazônia 

Brasileira (Bruce et al., 2000; Roshanrvan et al., 2003)  

No fim da década de 80, casos de portadores assintomáticos foram 

identificados pelo método da gota espessa. Estudos ocorridos em 1988 e 1995 no Estado 

de Rondônia observaram casos de indivíduos infectados por Plasmodium falciparum e 

P. vivax, com parasitemias confirmadas no exame da gota espessa, porém, não 

demonstravam qualquer sintoma da doença (Prata et al.,1988; Andrade et al.,1995). 

  No ano de 1996, infecções assintomáticas não foram encontradas em 

Rondônia pelo método da gota espessa, mas quando foi utilizado o diagnóstico 

molecular detectou-se 13,7% assintomáticos (Camargo et al,.1996;1999). 

  Estudos feitos em Rondônia a partir de 1999, utilizando a PCR, 

confirmaram a ocorrência de infecções sub-clínicas em indivíduos residentes em duas 

comunidades ribeirinhas da Amazônia (Alves et al., 2002) 

A principal importância de se detectar a presença de portadores 

assintomáticos na Amazônia é o melhoramento dos programas de controle e tratamento 

dos pacientes, uma vez que esses portadores contribuem para a manutenção da 

transmissão além de participar como reservatório do parasita, pois as estratégias de 

controle adotadas hoje em dia baseiam-se na detecção e tratamento de indivíduos 

sintomáticos (Alves et al.,2002). 

 

1.8. MALÁRIA TRANSFUSIONAL 

Em 1911 foi relatado pela primeira vez a transmissão de malária por via 

transfusional. A transmissão da malária em transfusões ocorre normalmente através de 

qualquer componente do sangue que contenha eritrócitos que possam abrigar parasitas 
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viáveis. Embora sangue total e concentrado de hemácias represente a fonte mais comum 

de malária transfusional, casos envolvendo plaquetas, leucócitos, plasma congelado e 

sangue total congelado têm sido reportados (Dover & Guinee, 1971; Garfileld et al., 

1978;). Algumas espécies de Plasmodium podem sobreviver pelo menos 3 semanas em 

sangue refrigerado. Dependendo no número de parasitas no inóculo, os sintomas de 

malária podem-se desenvolver semanas depois da transfusão (Seed et al., 2005). O 

período de incubação após hemotransfusão varia de 7 a 50 dias (média de 20 dias) 

(Contreras et al.,1999). Alguns estudos reportam, transmissão através de transfusão, 

após anos da última exposição, P.malariae 53 anos, P.vivax 27 anos, e P.falciparum 13 

anos (Seed et al., 2005). 

A demora no diagnóstico pode conduzir à morte do paciente, 

particularmente se a espécie envolvida for P. falciparum. Dados da incidência de TTM 

(Malária Transmitida por Transfusão) são confusos por falhas nas notificações, pois a 

diferenciação dos casos de TTM de infecções naturais se torna difícil em áreas 

endêmicas de malária. Além disso, nas áreas endêmicas, muitos dos doadores e 

pacientes já estão infectados ou estão submetidos a altos riscos de contrair malária 

(Kitchen & Chiodini, 2006). 

Em regiões não endêmicas, a incidência informada varia de 0 a 2 casos 

por milhões de doações (Mungai et al., 2001). Em recente revisão sobre TTM nos 

Estados Unidos, a incidência para o período de 1993 a 1998 foi de 0 a 0,18 casos por 

um milhão de unidades transfundidas, ao contrário da incidência, em países endêmicos, 

onde é provável exceder para 50 casos por um milhão de unidades doadas (Kitchen & 

Chiodini, 2006). 



 29 

Apesar dos avanços significativos no desenvolvimento de teste para 

infecções viróticas transmitidas por transfusão nas últimas três décadas, os testes para 

triagem de sangue segura para malária permanece evasivo. Os doadores implicados em 

TTM são semi-imunes com densidades de parasita abaixo do limite detectável pelos  

ensaios disponíveis (Chiodini et al., 1997; Silvie et al., 2002; Davidson et al., 1999). 

Os ensaios sorológicos são sem dúvida os mais comumente utilizados em 

triagens, pois possuem sensibilidade para baixos títulos de anticorpos. Os anticorpos de 

contra as quatro espécies de Plasmodium são produzidos pelos indivíduos de 1 a 14 dias 

após a infecção inicial sendo detectável por meses e até anos depois da exposição 

(Contreras et al., 1999; Park et al., 2000).  

Em áreas endêmicas as proporções de anticorpos de indivíduos positivos 

geralmente estão entre 20% e 90% (Akinboye & Ogunrinade, 1987) e nas populações de 

áreas não endêmicas, a taxa de doadores com anticorpos positivos identificados varia de 

1% a 2% (Chiodini et al., 1997; Davidson et al., 1999). 

A incidência de malária transfusional no Brasil é desconhecida, mas a 

presença de portadores assintomáticos pode estar contribuindo para a disseminação da 

doença em áreas endêmicas, onde a triagem clínico-epidemiológica esteja sendo 

realizada de maneira inadequada (Sáez-Alquezar, et al., 1998). 

Assim, a RDC nº 153/04 do Ministério da Saúde recomenda rejeitar na 

triagem clínico-epidemiológica os doadores que incluem questões específicas sobre a 

malária, onde a inabilitação para o ato de doar sangue deve ocorrer segundo os critérios 

estabelecidos a partir da incidência da doença no local, usando-se como critério de 

referência o índice parasitário anual (IPA) (RDC, 2004). 
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O IPA refere-se ao número de exames positivos de malária, por mil 

habitantes. A positividade pode resultar da demonstração do parasita em amostra de 

sangue examinada ao microscópio (gota espessa), método capilar para exame 

hematológico (QBC), e imunodiagnóstico. O indicador expressa o número de exames 

positivos e não o de casos de malária, o que pode resultar em duplicidade de registro, 

quando o mesmo paciente é submetido a mais de um exame (para verificações de cura, 

de recrudescências ou de recaídas) (Ministério da Saúde, 2003). 

Em áreas endêmicas, recomenda-se rejeitar o candidato que tenha tido 

malária nos 12 meses que antecedem a doação e o candidato com febre ou suspeita de 

malária nos últimos 30 dias. Para os indivíduos com residência em área de malária, 

recomenda-se rejeitar o candidato habitante em área de alto risco segundo o IPA. 

Devem ser aceitos os candidatos que residem em área de médio e baixo risco, 

submetendo-os ao teste parasitológico (Manual Técnico para Investigação da 

Transmissão de Doenças pelo Sangue/MS ANVISA, 2004; Kitchen & Chiodini, 2006).  

Nas regiões endêmicas com transmissão ativa, deve ser realizado o 

exame parasitológico/hematoscópico. Em regiões endêmicas sem transmissão ativa, 

recomenda-se o exame sorológico (Manual Técnico para Investigação da Transmissão 

de Doenças pelo Sangue/MS/ANVISA, 2004; Davidson et al., 1999).  

Em áreas não endêmicas, deve-se excluir os candidatos que nos últimos 

seis meses estiveram em área endêmica com transmissão ativa e aqueles que, nos 

últimos três anos tiveram malária ou que residiram em áreas endêmicas (Kitchen & 

Chiodini, 2006). 

A malária causada por Plasmodium malariae exclui definitivamente o 

candidato da doação de sangue, tanto em áreas endêmicas quanto em não endêmicas, 



 31 

pois há relatos que indicam a transmissão deste Plasmodium após décadas da última 

exposição (Manual Técnico para Investigação da Transmissão de Doenças pelo 

Sangue/MS/ANVISA, 2004; Seed et al., 2005). 

O conhecimento das características das doenças infecciosas é 

fundamental para estabelecer medidas e ações eficientes de controles necessários para 

proceder a investigação dos processos infecciosos e parasitários transfusionais (Manual 

Técnico para Investigação da Transmissão de Doenças pelo Sangue/MS/ANVISA, 

2004).  

 

1.9. OBJETIVOS 

1.9.1. Geral 

  Avaliar o teste de ELISA Lactato Desidrogenase Plasmodial (pLDH) 

como método de triagem de malária em doadores de sangue. 

 

1.9.2. Específicos 

a) Validar o método ELISA-Malaria Antigen Test, como ferramenta diagnóstica 

para triagem de malária em doadores de sangue na Fundação HEMOPA e 

nas demais Unidades de Coleta e Transfusão (UCT) localizadas em algumas 

zonas endêmicas. 

b) Avaliar o desempenho do método em relação a técnica da PCR. 

c) Verificar a sazonalidade dos casos positivos no ELISA-Malaria Antigen Test 

em relação ao IPA das cidades estudadas. 

d) Avaliar a eficiência do inquérito epidemiológico adotado na Fundação 

HEMOPA para a seleção de doadores. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. DESENHO DO ESTUDO 

  O estado do Pará possui 143 municípios, de onde seis deles tiveram 

amostras coletadas para o nosso estudo. Os municípios escolhidos, para a obtenção das 

amostras deste estudo, foram os do interior do Estado: Altamira, Castanhal, Marabá, 

Tucuruí e Santarém, possuindo em suas áreas alguns locais considerados como 

endêmicos para malária e onde a Fundação HEMOPA possui Unidades de Coleta e 

Transfusão (UCT), facilitando a obtenção de amostras para análise do estudo (Figura 2). 

Além das amostras do interior do Estado, foram utilizadas amostras oriundas da sede do 

HEMOPA na capital Belém, cuja população amostral foi dividida em duas categorias: 

candidatos à doação da própria capital e candidatos à doação recusados na triagem 

epidemiológica, em função de terem estado em áreas consideradas endêmicas dentro ou 

fora do Estado e que procuraram a Fundação em um período de até 30 dias após a 

estada nas zonas endêmicas. 

  O estudo foi dividido em dois períodos: chuvoso (fevereiro a junho) e 

seco (setembro a dezembro). Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa do Núcleo de Medicina Tropical em 31/03/2005, protocolo CEP/NMT Nº 

010/2005 (Anexo). 

 

2.2. ÁREAS DE ESTUDO 

  A cidade de Belém é a capital do estado do Pará e também a maior 

cidade do estado e do norte do Brasil. Possui cerca de 1.070 km² e 1.405.871 habitantes, 

com densidade demográfica de 5,58 habitantes/km² (IBGE, 2004). No ano de 2004 

foram registrados nessa cidade 1554 casos de malária, que resultou em IPA de 1,1% 
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(SESPA, 2004). No ano seguinte o número de notificações de casos positivos reduziu 

para 1288 e o IPA passou para 0,9% (SESPA, 2005). No ano de 2006 os números de 

casos notificados de janeiro até julho foi de 766 casos positivos com IPA de 0,5% 

(SESPA, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 1 - Unidades de Coleta e Transfusão do Interior do Estado (Fundação HEMOPA) 

 

A cidade de Altamira está localizada a 512 km da capital do Estado 

limitada ao Norte com o município de Vitória do Xingu e ao Sul com o estado do Mato 

Grosso, possui cerca de 85.901 habitantes, com densidade demográfica de 0,5 

habitantes/km² (IBGE, 2004). No ano de 2004 apresentou 5305 casos positivos para 

malária, e IPA de 64,7 % (SESPA, 2005) e no ano de 2005 o número de casos 

Santarém 

Tucuruí 

Marabá 

Altamira 

Castanhal 

Hemocentro Regulador Belém Hemocentro Regulador (Belém) 
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registrados foi de 5263, com IPA de 64,2 % ( SESPA, 2005). Em 2006, de janeiro até 

julho, foram notificados 1746 casos de malária com IPA de 20,7% (Tabela 1 e 2). 

  O município de Castanhal, encontra-se situado a 58 Km de Belém, 

possuindo uma área total de 1.029,4 km2 e uma população de 127.634 habitantes, com 

densidade demográfica de 123,99 hab/km2 (IBGE, 2004), Em 2004 o município 

apresentou 117 casos positivos e IPA de 0,8% (SESPA, 2005). Em 2005 o número de 

casos diminuiu para 96 e o IPA passou a 0,7 % (SESPA, 2006). Nos seis primeiros 

meses de 2006 o número de casos registrados de malária foi de 61, e IPA de 0,4% 

(Tabela 1 e 2). 

  Marabá encontra-se situado a 438 Km da capital, possuindo uma área 

total de 15.157,9 km2 e uma população de 167.795 habitantes, com densidade 

demográfica de 11,07 hab/km2 (IBGE, 2004). Os casos de malária registrados no ano de 

2004 foram de 2891, e IPA de 15,5% (SESPA, 2005). No ano seguinte o número de 

positivos aumentou para 3405 e o IPA chegou a 18,3 % (SESPA, 2005). Em 2006 até 

agora já estão registrados 1800 casos e IPA de 9,2% (SESPA, 2006) (Tabela 1 e 2). 

  Tucuruí localizado a 280Km de distância da capital, tem sua área 

geográfica com 2.095,5 km2 e uma população de 60.847 habitantes, com densidade 

demográfica de 29,06 hab/km2 (IBGE, 2004). Em 2004 nessa cidade foram registrados 

4916 casos de malária e IPA de 60,4 % (SESPA, 2005). Em 2005 o número de casos 

subiu mais que o dobro, sendo registrados 8545 casos positivos, registrando um IPA 

maior de 105% (SESPA, 2005). Nos seis primeiros meses do ano de 2006, o número de 

casos positivos foi de 4627, correspondendo a um IPA de 54,1% (SESPA, 2006) 

(Tabelas 1 e 2). 
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  Santarém, localiza-se a 710 Km da capital e sua área geográfica abrange 

24.422,5 km2, possui uma população de 241.771 habitantes com densidade demográfica 

de 9,90 hab/km2 (IBGE, 2004). No ano de 2004 foram registrados 1031 casos de 

malária, representando um IPA de 3,8% (SESPA, 2005). Em 2005 o número de casos 

reduziu para 905 e o IPA para 3,4 % (SESPA, 2006). Até agora nesse município foram 

registrados 216 casos de malária com IPA de 0,8% (SESPA, 2006) (Tabela 1 e 2). 

 

Tabela 1 – Distribuição anual do número de casos de malária por municípios, no 

período de 2004 a julho de 2006 

Número de casos notificados de malária 

Ano Belém Altamira Castanhal Marabá Santarém Tucuruí 

2004 1554 5305 117 2891 1031 4916 

2005 1288 5263 96 3405 905 8545 

2006 766 1746 61 1800 216 4627 

Fonte: Secretária Executiva de Saúde Pública do Pará (SESPA) 

 

Tabela 2 – Distribuição do índice parasitário anual (IPA) no período de 2004 a julho de 

2006, nos municípios estudados. 

Índice Parasitário Anual (IPA) 

Ano Belém Altamira Castanhal Marabá Santarém Tucuruí 

2004 1,1 64,7 0,8 15,5 3,8 60,4 

2005 0,9 64,2 0,7 18,3 3,4 105 

2006 0,5 20,7 0,4 9,2 0,8 54,1 
Fonte: Secretária Executiva de Saúde Pública do Pará (SESPA) 
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2.3. AMOSTRAS 

  Para a realização deste trabalho foram coletadas amostras de sangue de 

1670 candidatos à doação, de ambos os sexos, com idades entre 18 a 45 anos. As 1670 

amostras foram coletadas durante todo o ano de 2004, sendo 890 de fevereiro a julho e 

780 de agosto a dezembro. As amostras disponibilizadas pelas UCTs foram de 718 e da 

sede (HEMOPA) 882, além dessas, outras 70 amostras também foram coletadas de 

pacientes que procuraram a Fundação HEMOPA, mas que foram excluídos no inquérito 

epidemiológico, por terem estado em áreas endêmicas no período mínimo de trinta dias 

antes da coleta (Tabela 3). Neste estudo não foi feito a realização da gota espessa das 

amostras testadas, somente as amostras controles foram testadas por esse método. 

  As amostras foram coletadas por técnicos especializados, utilizando 

materiais individual e descartável. O material foi obtido através de punção venosa, 

coletando-se 5 mL de sangue total. As amostras dos candidatos recusados na triagem 

epidemiológica tiveram o seu sangue coletado exclusivamente para o estudo, após 

assinarem o termo de livre consentimento concordando em participar da pesquisa. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 37 

Tabela 3 – Número de amostras analisadas no estudo organizadas por cidades e 

períodos. 

Períodos 
Localidade Nº de amostras 

Chuva (fev-jul) Seca (ago-dez) 

Altamira 78 78 - 

Castanhal 185 95 90 

Marabá 190 90 100 

Tucuruí 188 91 97 

Santarém 77 - 77 
HEMOPA 

(Belém) 882 482 400 

Doadores 
Excluídos 70 54 16 

 

Para a execução do teste foram utilizadas amostras com 5 mL de sangue 

contendo EDTA (etil-enediaminetetra-ácido-acético), selecionados da rotina da seção de 

Imunohematologia da Fundação HEMOPA e das UCTs, onde do total deste volume 

foram retirados 50 µL para a execução do teste ELISA. 

 

2.3.1. Controles 

  a) Positivo 

  Para controle positivo foram utilizadas 14 amostras de sangue total com 

parasitemias detectáveis e indetectáveis pela GE, impregnadas em membrana de fibra de 

vidro de 2.5 cm de diâmetro (Whatman), todas com resultados de PCR positivo, 

previamente testados pela equipe da Seção de Parasitologia do Instituto Evandro Chagas 

(IEC). (Tabela 4) 

 



 38 

b) Negativo 

Como controle negativo foram coletados 5 mL de sangue total de 5 

pacientes sem histórico de precedentes de malária e que não estiveram em área 

endêmica nos últimos 30 dias que antecederam a coleta. Deste volume foram retirados 

50 µl para o teste ELISA. (Tabela 4) 

 

Tabela 4 – Números de amostras dos controles positivos e negativos. 

Controles 

                      Gota Espessa                                     PCRs 

 GE Pos GE Neg PCR Pos PCR Neg 

Controle Positivo 10 4 14 - 

Controle Negativo - 5 - 5 

PCR Pos: Reação da cadeia da polimerase positiva 
PCR Neg: Reação da cadeia da polimerase negativa 
 

2.4. ELISA-Malaria Antigen Test  

Esse teste é considerado como método rápido e de alta sensibilidade 

0,001 a 0,002 % para a imunocaptura de antígeno através de teste ELISA. O antígeno 

detectado é uma enzima específica do metabolismo intracelular do Plasmodium, que é a 

Lactato Desidrogenase Plasmodial (pLDH), encontrado no sangue total, no estágio 

eritrocitário do parasita (Makler et. al.,, 1998). 

  Este teste de ELISA possui a capacidade de detectar as quatro espécies 

de Plasmodium que infectam seres humanos (P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. 

malarie) (Piper et al., 1999).  
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Neste teste, os poços da placa estão sensibilizados com anticorpos 

monoclonais (mAb) específicos para as quatro espécies e a técnica foi executada de 

acordo com as orientações do protocolo do fabricante, no qual foram dispensados 100 

µL de Tampão de Lise em cada poço, com conseqüente adição de 50 µL do controle 

positivo (soro humano com a pLDH recombinante) e 50 µL do controle negativo em 

duplicata nos poços específicos, seguido da adição de 50 µL de sangue total ou 2 gotas 

inteiras de sangue total impregnadas em papel de filtro eluídas. Para esse procedimento 

as gotas foram mergulhadas em tampão de lise do próprio kit e incubada por 10 minutos 

a temperatura ambiente. A placa posteriormente foi coberta e colocada na estufa para 

incubar durante 1 hora a 37ºC. Após a incubação, a placa foi lavada com tampão de 

lavagem em uma lavadora semi-automatizada, deixando o tampão agir por 1 minuto na 

primeira lavagem, sendo seguidas de outras quatro lavagens consecutivas. Ao fim da 

última lavagem, após o esvaziamento dos poços foi adicionado 100 µL conjugado 1 

(mAb do pLDH associado à biotina) em cada poço. A placa foi levada para a estufa a 

37ºC durante 30 minutos, e nova lavagem foi realizada para a retirada do excesso do 

conjugado 1. Posteriormente foi dispensado nos poços da placa 100 µL do conjugado 2 

(streptavidina conjudada para a peroxidade), colocada na estufa para incubar por 15 

minutos a 37ºC. Após esse procedimento a placa foi novamente lavada e em seguida 

adicionados 100 µL/poço da solução do substrato (tetrametilbenzidina e peróxido de 

hidrogênio). Novamente a placa foi levada para a estufa para incubar por mais 15 

minutos, quando a reação enzimática foi interrompida pela adição de 50 µL do tampão 

de parada (solução de ácido sulfúrico 0.5 M) ( Figura 2).  
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  A densidade óptica (DO) da leitura foi determinada em leitor de placa de 

ELISA usando um comprimento de onda de 450 nm. Para obtenção da validação da 

placa o fabricante recomenda que: 

    DO Controle Positivo > 0.500 

    DO Controle Negativo < 0.200 

  Válida a placa, os valores obtidos pela leitura óptica dos poços dos 

controles negativos foram multiplicados por 1.5, para assim se obter o ponto de corte 

válido (cutoff) para toda a placa. 

Para obtenção de resultados do teste foram seguidas as instruções do 

fabricante de acordo com o cálculo abaixo: 

Cutoff válido x 0.9 < DO amostra < Cutoff válido x 1.1 = resultado 

duvidoso 

   DO amostra > cutoff válido x 1.1 = resultado positivo 

DO amostra < cutoff x 0.9 = resultado negativo 

No estudo foi criado um cálculo para efeito estatístico, e para que os 

valores dos resultados positivos e negativos pudessem obedecer uma normalização e 

serem, portanto, melhor analisados. 

  Para a realização do cálculo, foi considerada a leitura de DO de uma 

amostra considerada positiva, de acordo com o cálculo citado, e dividiu o valor de DO 

pelo cutoff positivo da placa de ELISA encontrando um valor de DO/cutoff positivo. 

Para o cálculo de DO/cutoff negativo foi também feita uma divisão da DO de uma 

amostra considerada negativa pelo valor do cutoff negativo da placa de ELISA  

  A partir do estabelecimento desses DO/cutoff positivos e negativos, foi 

feito um novo cálculo, onde se dimiuiu os valores de DO/cutoff negativo pelos valores 
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de DO/cutoff positivo, chegando a um valor constante a que chamaremos de 

∆DO/cutoff. 

  Após a criação do ∆DO/cutoff, verificou-se que a amostra positiva 

apresentou um ∆DO/cutoff ≥ 0,23 e que a amostra negativa apresentou um ∆DO/cutoff 

≤ 0,17. A partir desse resultado se instituiu no estudo esses valores para a classificação 

de amostras positivas e negativas de acordo com o protocolo do fabricante, e que as 

amostras consideradas como indeterminadas (zona cinza) estariam no intervalo entre 

0,17 e 0,22.  

 

Figura 2 – Apresentação esquemática da reação do antígeno pLDH no ELISA-Malaria 

Antigen Test. 
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2.5. EXTRAÇÃO DO DNA  

  As amostras de controle foram oriundas de sangue total adicionados em 

membranas de fibra de vidro (Titertek, ICN Biomedicals-England), onde cada 

membrana continha cinco gotas com 20 µL cada, devidamente identificadas e 

armazenadas em embalagens plásticas a uma temperatura de -20º até serem submetidas 

a etapa de extração  

  A extração do DNA foi feita pelo método de Saponina/Chelex-100 

(Wooden et al., 1993), cada gota contendo 20 µL de sangue total foi cortada de 1/4 a 

1/6, em seguida colocada em tubos de 1,5 mL previamente identificados, 

posteriormente se fez a adição de 500µL da solução de Saponina 0,5%, sendo levada 

para a etapa de incubação por 40 minutos em gelo. Após esse período, o material foi 

separado por centrifugação, desprezando-se o sobrenadante. 

  Os resíduos do papel de filtro que ficaram nos tubos foram lavados uma 

vez com 1 mL de PBS (pH 7.2), posteriormente adicionados 150 µL de água destilada 

estéril e 50 µL de solução de Chelex-100 a 20%, em seguida incubados em banho seco a 

uma temperatura de 95º-100ºC durante 20 minutos, sendo agitados em vórtex nos 

primeiros 10 minutos e no final da incubação, para que auxilie na liberação do DNA. 

  Após a incubação, foram levados à centrifugação para a separação da 

solução de Chelex-100, dessa solução foram retirados 120 µL do sobrenadante e 

transferidos para tubos de 0,5 mL previamente identificados, do DNA obtido foi 

armazenado a -20ºC até o momento do uso. 
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2.6. REAÇÃO DA CADEIA DA POLIMERASE (PCR). 

O diagnóstico molecular foi realizado através da técnica de nested PCR, 

utilizando seqüências específicas de amplificação para a subunidade pequena do gene 

18S do RNA ribossômico (ssurRNA) de Plasmodium spp .Para a amplificação da 

seqüência específica do RNA ribossomal foram utilizados oligonucleotídeos 

específicos, conforme descrito pelo protocolo de Kimura et al., 1997. 

A reação de amplificação foi somente realizada para gênero e como 

seqüências foram utilizados o primer forward (5’ - ACG ATC AGA TAC CGT CGT 

AAT CTT -3’) e o primer reverse (5’ - GAA CCC AAA GAC TTT GAT TTC TCA T - 

3’), a reação obteve como um volume final 20 µL, que continha 5 µL de DNA, 0.8 µL 

de cada primer a 0.4 mM, 0.25 µL de dNTPs, 2 µL de tampão (20 mM de Tris-HCl pH 

8.4 e 50 mM KCl), 0.6 µL de MgCl2 (1.5 nM), 0.1 µL de Taq DNA Polimerase e água 

destilada estéril q.s.p (quantidade suficiente para) volume de 20 µL. 

A amplificação foi realizada em termociclador (Eppendorff) nas 

seguintes condições: 92ºC/2 min. (desnaturação inicial), seguidos de 35 ciclos de 

92ºC/30 seg. e 60ºC/90 seg. (amplificação) finalizando com 60ºC/5 min (extensão 

final). 

Para a execução do PCR foram utilizadas como controle positivo 10 

amostras de DNA extraídas de sangue de indivíduos com malária diagnosticados pela 

gota espessa, como negativos 5 amostras de DNA de indivíduos residentes em Belém e 

sem histórico clínico de malária, além dessas amostras foram também analisadas 4 

amostras de DNA extraídas de pacientes que residem em zona endêmica de malária, 

diagnosticados como negativos pelo método da gota espessa. 
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  Após a amplificação do DNA, os produtos obtidos na reação de PCR 

possuíam um tamanho de 130pb, e foram analisados por eletroforese em gel de agarose. 

Dois microlitros de cada produto da PCR foram adicionados a quatro microlitros de 

solução corante (azul de bromofenol), e foram fracionados eletroforeticamente em um 

gel de agarose a 1.5%, a 100 volts por 1 hora. Em seguida, as amostras e o marcador de 

100 pb foram corados com brometo de etídio, durante 20 minutos, visualizados sob luz 

ultravioleta e registrados em um sistema de captação de imagem. 

 

2.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística dos dados foi realizada utilizando recursos do 

programa BIOESTAT 4.0 (Ayres et al., 2005). 

No estudo foram utilizados valores de ∆DO/cutoff (valor de DO/Cutoff 

Negativo menos o valor de DO/Cutoff Positivo) de amostras com resultados positivos 

pela técnica do PCR e negativas pela GE, para assim estabelecer a faixa de positivos e 

negativos.  

Amostras que obtinham valores de ∆DO/cutoff no ELISA acima ou igual 

a 0,11 foram consideradas positivas e abaixo desse valor consideradas negativas, o 

número de positivos e negativos foram submetidos ao teste do Qui-quadrado, para 

observar a ocorrência de diferenças significativas entre as cidades estudadas, diante do 

valor de positividade e negatividade pré-estabelecidos. 

A comparação entre os valores de ∆DO/cutoff das cidades estudadas foi 

utilizada usando o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, com o objetivo de verificar 

a ocorrência de diferenças das leituras de DO/Cutoff entre as cidades estudadas, o teste 

de Fisher, que também é um teste não paramétrico, foi utilizado para avaliar se há 
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diferença entre positivos e negativos nos períodos de seca e chuva das cidades 

analisadas. 

  Para todos os testes ficou estabelecido como nível de significância 5% (p 

< 0,05) (Ayres et al., 2005). 
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3. RESULTADOS 

3.1. AVALIAÇÃO DO TESTE ELISA 

  Neste trabalho, foram analisadas, através do ELISA Malaria Antigen Test 

um total de 1670 amostras oriundas de diferentes localidades do interior do Estado do 

Pará e da própria capital Belém. As leituras de ∆DO/cutoff obtidas no teste foram 

classificadas seguindo orientações do fabricante (Tabela 5).  

  Após a classificação das 1670 amostras de acordo com a faixa de ponto 

de corte estabelecida pelo fabricante, observamos que apenas sete amostras 

apresentaram resultado positivo (7/1670), sendo três dessas amostras provenientes de 

doadores do HEMOPA da capital Belém (3/7), uma de Castanhal (1/7), uma de 

Altamira (1/7) e uma da Zona Endêmica (1/7) (Tabela2). Duas foram classificadas na 

faixa da zona cinza (2/1670) e o restante foi classificada como negativas (1661/1670). 

Entretanto, a fim de se obter uma validação mais precisa da faixa de ∆DO/cutoff, que 

deverá ser utilizada futuramente no teste de ELISA, objetivando uma triagem mais 

fidedigna, foram feitas comparações das faixas de resultado sugeridas pelo fabricante, 

com as faixas de ∆DO/cutoff dos resultados obtidos das amostras estabelecidas como 

controle em nosso estudo. 
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Tabela 5 - Distribuição do número de amostras por cidades dos resultados obtidos de 

acordo com a faixa de ponto de corte estabelecida pelo fabricante. 

Cidades 

Faixa de 
∆DO/Cutoff Belém Altamira Castanhal Marabá Santarém Tucuruí Zona 

End. Total 

≤ 0,17 
(Negativo) 876 78 184 190 76 188 69 1661 

0,17 a 0,22 
(Zona Cinza) 2 - - - - - - 2 

≥ 0,23 
(Positivo) 4 - 1 - 1 - 1 7 

 

3.2. ANÁLISE DOS CONTROLES  

  Para avaliar a eficácia e sensibilidade do teste ELISA foram analisadas 

19 amostras controles de sangue periférico (10/19) com resultados positivos com 

parasitemias variando de 0,06-0,3% e negativos (9/19), diagnosticadas de acordo com o 

método da gota espessa padronizadas pelo Ministério da Saúde, que tiveram 

confirmação da presença ou ausência do parasita pela técnica do PCR. (Tabela 6) 

De acordo com os resultados do teste ELISA, as 10 amostras positivas 

pela gota espessa tiveram seus resultados confirmados pela técnica de ELISA, porém, 

das 9 amostras negativas pela gota espessa uma foi positiva pelo ELISA. (Tabela 6) 
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Tabela 6 – Descrição e comparação das parasitemias dos controles com as técnicas de 

PCR e ELISA. 

Análise dos controles 

Parasitemia  Diag. Molecular  Sorologia Amostras 
(Controles) GE Pos (%) GE Neg  PCR  ELISA 

1 0,1 % - Pos Pos 

2 0,23 % - Pos Pos 

3 0,12 % - Pos Pos 

4 0,06 % - Pos Pos 

5 0,064 % - Pos Pos 

6 0,3 % - Pos Pos 

7 0,2 % - Pos Pos 

8 0,15 % - Pos Pos 

9 0,3 % - Pos Pos 

10 0,3 % - Pos Pos 

11 - Neg Pos Pos 

12 - Neg Pos Neg 

13 - Neg Pos Neg 

14 - Neg Pos Neg 

15 - Neg Neg Neg 

16 - Neg Neg Neg 

17 - Neg Neg Neg 

18 - Neg Neg Neg 

19 - Neg Neg Neg 
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A utilização do diagnóstico molecular revelou positividade para as 10 

amostras positivas pela gota espessa. Das 9 amostras negativas no método da gota 

espessa, quatro (4/9) apresentaram resultado positivo quando analisadas pela técnica de 

PCR, amplificando seqüências de DNA específicas de Plasmodium spp. Na Figura 3, 

podemos observar o produto da amplificação do DNA pela PCR para a pesquisa de 

Plasmodium spp. 

 

 

Figura 3 – Detecção de Plasmodium spp pela técnica de nested PCR. A realização 

eletroforética foi realizada em gel de agarose 1,5%. As amostras estão distribuídas nos 
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poços de 3-22: amostras CTRL- amostras negativas na gota espessa e negativas na PCR 

(poços 3-7); CTRL 1 amostras negativas na gota espessa e positiva na PCR (poços de 8-

11) e CTRL 2 amostras positivas na gota espessa e positivas na PCR (12-22). M: peso 

molecular de 100 pb. O controles negativo (poço 1) e positivo (poço 2). 

 

O resultado de ∆DO/cutoff do teste ELISA das 19 amostras foram 

comparados com o resultado de detecção de Plasmodium através da PCR, e tiveram 

suas amostras posteriormente divididas em 3 grupos controles: controle negativo (PCR 

negativo com resultado negativo na gota espessa), controle positivo 1 (PCR positivo 

com resultado negativo na gota espessa) e controle positivo 2 (PCR positivo com 

resultado positivo na gota espessa), para facilitar a observação dos resultados de 

∆DO/Cutoff, foi construída uma régua, conforme a Figura 4. A faixa de resultado de 

∆DO/cutoff encontrada nos controles foi comparada com a faixa de ∆DO/cutoff 

estabelecida como resultado pelo fabricante. 

Na Figura 4 também podemos observar as faixas de ∆DO/cutoff obtidos 

em cada controle. A escolha do grupo controle positivo foi baseada na confirmação da 

presença de Plasmodium pela técnica de PCR, tomando este como teste padrão para a 

detecção do parasito da malária, por ser considerada uma técnica de maior sensibilidade 

quando comparada com a técnica da gota espessa. O grupo controle de escolha foi o 

grupo controle 1. As amostras deste grupo obtiveram uma faixa de ∆DO/cutoff variando 

de 0,11 a 0,21; após o estabelecimento da faixa de ∆DO/cutoff do grupo controle, foi 

sugerido que as amostras positivas teriam que apresentar resultados de ∆DO/cutoff ≥ 

0,11 discordando da faixa de ∆DO/cutoff ≥ 0,23 estabelecida pelo fabricante. 
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Figura 4 – Régua com valores de ∆DO/cutoff dos controles obtidos pela técnica de 

ELISA. CTRL – : Amostras com resultados negativos na PCR e na gota espessa; CTRL 

1: Amostras com resultado de PCR positivo e negativo na gota espessa; CTRL 2: 

Amostras com resultado de PCR positivo e positivo na gota espessa; DIAMED: Valores 

de ∆DO/cutoff do fabricante 

 

3.3. TESTE ELISA X IPA 

  Para observar se há ocorrência sazonal de casos de malária, nas amostras 

testadas, foi aplicado o teste de Fisher nos resultados positivos e negativos obtidos pelo 

∆DO/cutoff do teste ELISA de diferentes localidades e nos diferentes períodos (seca e 

chuva) de acordo com a nova faixa estabelecida pelo critério do controle 1. 

Na Tabela 7, podemos observar o número de casos positivos e negativos 

relatados nos dois períodos estudados. As cidades de Altamira e Santarém foram 

excluídas da análise por apresentarem amostras somente em um dos dois períodos. A 

análise executada nas demais cidades não apresentou diferença significativa no número 

de casos positivos e negativos quando comparados aos períodos de chuva e seca (p > 

0,05). 
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Tabela 7 - Número de amostras positivas e negativas pelo ELISA por cidades e 

períodos. 

Cidades e Períodos 

Belém Altamira Castanhal Marabá Santarém Tucuruí Zona End. 
Resultados 

Chu   Sec Chu   Sec Chu   Sec Chu   Sec Chu   Sec Chu   Sec Chu     Sec 

Positivo 15 19 8 - 4 - 3 3 - 7 4 - 9 1 

Negativo 467 381 70 - 91 90 87 97 - 70 87 97 45 15 

P > 0,05 
Chu: Chuvoso 
Sec: Seco 
 

3.4. ANÁLISE DE DO/Cutoff ENTRE CIDADES  

  Objetivando ampliar o estudo, que tem como finalidade principal a 

análise da eficácia e validação da técnica de ELISA para malária, foi feita uma análise 

através do teste de Kruskal-Wallis com os valores de ∆DO/cutoff de todas as 1670 

amostras, sem a separação por grupos de positivos ou negativos, para observar se 

ocorrem diferenças de leitura de ∆DO/cutoff do teste de ELISA, ou seja, se todas as 

amostras estudadas obedecem ao mesmo padrão de leitura de ∆DO/cutoff nas diferentes 

cidades.  

Para selecionar as localidades que seriam utilizadas como parâmetro na 

utilização da comparação entre cidades, foi estabelecido como critério a probabilidade 

de se encontrar mais ou menos casos de malária. Assim, foram escolhidas as leituras de 

∆DO/cutoff das amostras de Belém e da Zona Endêmica. 

Para realizar essa análise foi feita uma comparação de todos os valores 

de ∆DO/cutoff entre cidades (Tabela 8). Com base nos resultados apresentados na 

Tabela 4, verifica-se também que ao comparar os ∆DO/cutoff das amostras da cidade de 
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Belém com as demais cidades estudadas os resultados apresentaram-se significativos    

p < 0,05 quando foram comparados com os ∆DO/cutoff das cidades de Altamira, 

Santarém e com os da Zona endêmica, mostrando que essas cidades apresentam 

diferenças nas leituras de ∆DO/Cutoff. Quando a análise foi realizada utilizando a Zona 

Endêmica como padrão de comparação com as demais cidades, foi observado que as 

leituras de ∆DO/cutoff de Santarém e Altamira não obtiveram diferença significativa p 

> 0,05, demonstrando que as faixas de leituras de ∆DO/cutoff dessas cidades são 

semelhantes. 

 

Tabela 8 – Comparação dos valores de P dos ∆DO/cutoff entre cidades  

Valores de P para comparação de ∆DO/cutoff entre cidades 

Cidades Belém Altamira Castanhal Marabá Santarém Tucuruí 

Altamira <0,05 - - - - - 

Castanhal NS <0,05 - - - - 

Marabá NS <0,05 NS - - - 

Santarém <0,05 NS <0,05 NS - - 

Tucuruí NS <0,05 NS <0,05 <0,05 - 

Z.Endêmica <0,05 NS <0,05 <0,05 NS <0,05 
N.S: Não Significativo 

 

3.5. ANÁLISE DO NÚMERO DE AMOSTRAS POSITIVAS E NEGATIVAS POR 

CIDADE 

  Com a finalidade de observar o desempenho do teste ELISA em relação 

aos resultados positivos e negativos por cidade, foi utilizado o Teste do Qui-quadrado. 

As amostras seguem o padrão de positivos e negativos de acordo com o critério 

estabelecido pela faixa de ∆DO/cutoff do controle 1. 
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As comparações foram realizadas entre os números de amostras positivas 

e negativas por cidade, tomando os resultados da cidade de Belém como parâmetro para 

a comparação com as demais cidades, devido a sua menor probabilidade de ocorrência 

de casos positivos para malária. Na Tabela 9 podemos observar a comparação das 

proporções dos resultados positivos e negativos de amostras da cidade de Belém, com 

os resultados das amostras das demais cidades.  

Nossos resultados demonstram que há uma significância (p<0,05) na 

comparação das freqüências de positivos e negativos da cidade de Belém quando 

comparadas com os resultados de Altamira, Santarém e da Zona Endêmica. 

 

Tabela 9 - Número de positivos e negativos selecionados através do critério do controle 

1 de acordo com as cidades. 

Localidades Estudadas 

Resultado 
(∆DO/cutoff) 

Belém Altamira Castanhal Marabá Santarém Tucuruí Zona 
End. Total 

Pos ( ≥ 0.11) 34 8 4 6 7 4 10 73 

Neg (< 0.11) 848 70 181 184 70 184 60 1597 

P - 0.0046 0.2092 0.6699 0.0298 0.3212 0.000 - 

 P: 0,000 
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4. DISCUSSÃO 

Em muitos países, inclusive no Brasil, o primeiro passo da triagem de 

doadores para a prevenção de TTM é feito através de questionário. Entretanto deve-se 

ressaltar que a prevenção completa de TTM por esse método não pode ser possível, pois 

o doador pode não entender algumas perguntas do questionário, ou simplesmente omitir 

respostas importantes para a triagem, como a estada em áreas endêmicas nos últimos 6 

meses ou febre nos últimos 30 dias (Slinger et al., 2001). Na Fundação HEMOPA o 

questionário é aplicado a todos os pacientes que a procuram para a doação, e os que 

estiveram em zonas endêmicas ou tiveram febre, perto do período antecedente à coleta 

são recusados. Entretanto, só foram coletadas amostras de pacientes oriundos das zonas 

endêmicas que procuraram a Fundação HEMOPA da capital, não tendo sido coletadas 

das demais UCTs. O questionário é feito pelo médico de uma maneira simples e 

informal, através de perguntas orais, objetivas e de fácil entendimento. Qualquer 

estratégia desenvolvida que busque minimizar o risco de introduzir parasitas de malária 

no sangue tem que ser eficaz, mas sem excluir desnecessariamente qualquer doador 

potencial, pois o fato de adiar a volta do doador por um período muito longo, pode levá-

lo a não retornar ao banco de sangue. 

Durante muitos anos, bancos de sangue de alguns países como Estados 

Unidos, França, Canadá, Inglaterra e outros utilizaram testes baseados na presença de 

anticorpos específicos para triagem de malária em doadores, principalmente em 

imigrantes que vinham de áreas endêmicas de malária. O teste considerado padrão ouro 

era o IFAT (Teste de Fluorescência Indireta de Anticorpo), porém, esse ensaio não 

indica necessariamente que a pessoa está com parasitas da malária, assim como um teste 

de anticorpo de malária negativo também não é garantia de que o doador não está 
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infectado com parasitas de malária, já que os anticorpos não conseguem ser detectados 

nos primeiro dias da infecção pelo parasito (Davidson et al., 1999). 

Estudos recentes sobre o EIAs (Ensaio Imunoenzimático de Antígenos), 

que utiliza antígenos recombinantes, mostram que o método é uma alternativa mais 

sensível e prática que o IFAT (Chiodini et al., 1997; Kitchen et al., 2004), mostrando-se 

um teste com alta sensibilidade e especificidade para a triagem de doadores. 

Em nosso estudo, sugerimos a adoção de uma triagem de malária em 

doadores através de um método que busca a captura de um antígeno plasmodial, a 

pLDH, presente no estágio eritrocitário do parasita. Porém, estudos feitos por Kitchen & 

Chiodini (2006), não aconselham a adoção de uma triagem que utilize antígenos como 

alvo, pois os ensaios atuais que buscam a descoberta de antígeno da malária não são 

suficientemente sensíveis para a total exclusão da presença de parasitas de malária em 

uma unidade de sangue destinada para transfusão. 

Técnicas que utilizam o antígeno de malária foram originariamente 

planejadas como uma alternativa mais rápida e objetiva para o diagnóstico, quando 

comparadas à microscopia. Tais técnicas, entretanto, são testes imunocromatográficos 

que utilizam sangue total como material de escolha, portanto, embora rápida e 

razoavelmente objetivas, não possuem sensibilidade suficiente para uso em um contexto 

de triagem. Os ensaios geralmente estão baseados na descoberta das principais proteínas 

específicas, como a proteína 2 rica em histidina (HRP-2), lactato desidrogenase 

plasmodial (pLDH) ou aldolase, a análise das sensibilidades variam de 100 para 1000 

parasitas/µl, dependendo das espécies e do método, comparados com a técnica da gota 

espessa (Huong et al., 2002). A maioria destes ensaios estão dispostos em formato de 

tiras (dipstick), que pode ser usado com mínimo treinamento e prevê um resultado 
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dentro de 10–20 min. Contudo, a sensibilidade relativa desses testes restringiram a 

aplicação em triagem de doadores. 

Nosso estudo sugere a triagem de doadores através de um ensaio 

imunoenzimático (ELISA), que utiliza a captura do antígeno pLDH, e não através de 

ensaios imunocromatográficos, como os que estão atualmente em uso. O teste ELISA 

sugere a detecção de parasitemias de 0,001 a 0,002%, porém ainda não encontra-se 

validado para a prática da triagem em doadores, sendo este o principal objetivo deste 

estudo. 

Neste trabalho, inicialmente analisamos aspectos relacionados à 

especificidade e sensibilidade do ELISA Malaria Antigen Test, através da análise das 

leituras das 1670 amostras coletadas de diferentes cidades, com a finalidade de observar 

se o ponto de corte sugerido pelo fabricante realmente classifica o teste como apto como 

método de triagem de malária no sangue.  

Os nossos resultados apontam que das 1670 amostras coletadas, quando 

analisadas seguindo o protocolo de ponto de corte do fabricante, somente 0,42% 

(7/1670) tiveram a detecção do antígeno pLDH, dos quais 0,45% (4/882) eram de 

doadores de Belém, 0,54% (1/185) de Castanhal, 1,3% (1/77) de Santarém e 1,42% 

(1/70) da Zona Endêmica, ou seja, somente essas amostras apresentaram resultados de 

∆DO/cutoff ≥ 0,23 sendo então classificadas como positivas. Somente 0,12% (2/1670) 

tiveram seus resultados enquadrados na zona cinza e as demais 99,4% (1661/1670) 

foram consideradas negativas. Entretanto esses resultados não podem ser considerados 

como definitivos, pois a técnica de ELISA ainda não está validada e precisa de ajustes 

no seu ponto de corte.  
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Os resultados obtidos no estudo, conforme o protocolo do fabricante, 

podem estar de acordo com a realidade da população de doadores, uma vez que os 

pacientes que procuram o serviço de doação são previamente selecionados, e 

submetidos à avaliações clínicas e epidemiológicas. Entretanto, não podemos esquecer 

da existência dos portadores assintomáticos de Plasmodium, capazes de manter 

parasitemias baixas e não apresentarem qualquer sintoma ou sinal de malária, passando 

despercebido pelo inquérito epidemiológico, podendo haver possível liberação de 

unidades infecciosas e subseqüente transmissão pela via transfusional. 

A preocupação com o grupo de pacientes assintomáticos é 

principalmente nas UCTs do interior do Estado, porque as mesmas aceitam doadores de 

localidades vizinhas que podem ser áreas de transmissão estável ou possuir focos 

epidêmicos, porém a imunidade natural leva anos para se desenvolver e só é mantida 

por exposição contínua. Conseqüentemente, a maioria dos indivíduos de regiões 

endêmicas está em um estado de semi-imunidade, caracterizado pela baixa na 

parasitemia circulante e sem manifestações clínicas da doença. A eliminação de 

parasitas circulantes de indivíduos semi-imune sem reinfecção contínua varia; 

P.falciparum geralmente é eliminado dentro de 2 anos, P.vivax de P.ovale dentro de 3 

anos, mas P.malariae podem persistir por décadas (Seed et al., 2005). Este longo 

período de duração da parasitemia assintomática é uma fonte potencial de TTM.  

A ocorrência de portadores assintomáticos tem sido descrita nos países 

da África, onde a transmissão de malária é bastante intensa (Nsobya et al., 2004; 

Njama-Meya et al., 2004). Estudos feitos por Camargo et al., 1999, observaram que 

durante o período de baixa transmissão, as baixas parasitemias são mantidas por esses 

portadores assintomáticos, podendo estar atuando como um reservatório do parasita, 
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participando da cadeia de transmissão, porém no Brasil ainda são recentes os estudos 

que buscam determinar a ocorrência desses portadores.  

Em nosso estudo, como só foi possível a detecção de 0,42% de amostras 

positivas de acordo com o protocolo da DiaMed, uma nova faixa de ponto de corte foi 

estabelecida, utilizando amostras controles, ou seja, amostras com resultados 

confirmatórios da presença ou ausência de Plasmodium através da PCR, com a 

finalidade de testar a faixa de ponto de corte estabelecida pelo fabricante e tornar a 

técnica mais precisa e de maior sensibilidade, uma vez que em nosso estudo o teste 

padrão utilizado para a detecção de Plasmodium foi a PCR. 

Para essa padronização foram selecionadas 4 amostras negativas pelo 

método da gota espessa, mas que possuíam resultados positivos de PCR, talvez por 

terem parasitemias tão baixas que não permitiram o diagnóstico pela microscopia 

óptica. As amostras foram submetidas ao teste ELISA e tiveram as suas faixas de 

∆DO/cutoff comparadas com as do fabricante, com a finalidade de observar se o 

comportamento da leitura de ∆DO/cutoff positivos e negativos dessas amostras controle, 

encontrava-se equiparado com as faixas de resultados estabelecidas pelo fabricante. 

Os nossos resultados demonstraram através da análise do controle 2 

(amostras com gota espessa e PCR positivos para Plasmodium) que o ELISA Malaria 

Antigen Test, apresenta boa sensibilidade, além de ser bastante prático e de rápida 

execução, aspectos fundamentais para uma triagem de doadores de sangue, pois todas as 

10 amostras desse grupo, tiveram a detecção da enzima pLDH pelo ELISA. Entretanto, 

quando essas amostras tiveram as suas faixas de resultados de ∆DO/cutoff comparadas 

com as faixas de ∆DO/cutoff estabelecidas pelo fabricante, três delas tiveram 



 60 

discordância de resultados, onde uma amostra se classificava como negativa e as outras 

duas como zona cinza. 

No estudo também foi observado que o teste ainda apresenta algumas 

falhas que não o torna apto para ser utilizado em uma triagem segura de banco de 

sangue, pois ao analisar as quatro amostras do controle 1 que foram confirmadas pela 

PCR, somente em uma delas foi possível obter a detecção de pLDH do parasito pelo 

teste ELISA, e essa amostra ao ter o seu valor de ∆DO/cutoff comparado com a faixa de 

∆DO/cutoff estabelecida pela DIAMED, foi classificada como amostra da zona cinza 

(indeterminada) e as outras três como negativas, podendo levar essas amostras a 

resultados falso-negativos, resultados esses não aceitáveis em testes utilizados na 

triagem de bancos de sangue. Esses resultados sugerem a revisão das faixas de ponto de 

corte estabelecidas pelo fabricante, a fim de melhorar a eficiência da triagem.  

A faixa de ∆DO/cutoff do grupo controle 2 não foi selecionada para ser 

utilizada como parâmetro de exclusão ou inclusão de resultados positivos e negativos, 

pelo fato de que todas as suas amostras apresentaram detecção de parasito no sangue 

periférico através da microscopia, não se encaixando no perfil de seleção de amostras 

que o estudo pretende identificar, que é o de observar a capacidade de identificação de 

portadores possivelmente assintomáticos. Entretanto a presença desse grupo no estudo 

teve um papel muito importante, pois ele foi capaz de avaliar a eficiência da técnica, 

demonstrando que este possui uma ótima sensibilidade, além de determinar uma faixa 

de ∆DO/Cutoff importante no resultado do estudo.  

Todas as amostras do estudo tiveram uma re-classificação baseada na 

leitura de ∆DO/cutoff do controle 1, estabelecendo um critério de que todas as amostras 

com ∆DO/cutoff ≥ 0,11 teriam os seus resultados agrupados como positivos e abaixo 
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desse valor como negativos, e todas as demais análises feitas no estudo foram baseadas 

nesse novo critério de positividade. 

Os nossos resultados demonstraram que, de acordo com o protocolo 

estabelecido pelo fabricante, uma porcentagem de 0,42% de amostras eram positivas e 

que quando ajustada sua faixa de ∆DO/cutoff de acordo com o critério do controle 1, 

passou para 4,37%, discordando do estudo feito por Sáez-Alquézar et al (1998). Este, 

busca a verificação de ocorrência de malária em doadores de três bancos de sangue do 

Brasil, dos quais, 1200 doadores eram de localidades sem transmissão ativa de malária, 

238 com baixa transmissão e 31 de áreas com alta transmissão ativa. Foram usados 

outros métodos para detecção de parasitas da malária, como o QBC Test ® 

(Quantitative Buffy Coat) para pesquisa de Plasmodium e a Imunofluorescência para a 

detecção de antígenos. Não foram encontrados casos positivos nas áreas sem 

transmissão e com baixa transmissão. Na área de alta transmissão um caso de P.vivax 

foi detectado pelo QBC Test ® em candidato a doação de plaquetas, para um paciente 

submetido a transplante de medula óssea, não sendo relatado nenhum caso positivo pela 

imunofluorescência em nenhuma das áreas. Este fato mostra a necessidade da 

padronização de procedimentos adequados, para evitar a transmissão de malária pela via 

transfusional, por parte de indivíduos provenientes de áreas com transmissão ativa.  

Apesar dos resultados da nova faixa elevarem o número de casos 

positivos de (7/1670) 0,42% para (73/1670) 4,37%, mostrando-se totalmente 

discrepante com o número de casos positivos detectados pelo protocolo da DiaMed, não 

podemos afirmar que todas essas 73 amostras selecionadas, conforme o critério do 

controle 1 são realmente positivas. Entretanto podemos inferir que algumas delas 
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possam ter seus resultados positivos, pois o teste ainda não possui um ponto de corte 

validado para seleção eficiente de positivos e negativos.  

Estes resultados podem ser considerado como número alto de amostras 

positivas em relação ao resultado encontrado pelo ponto de corte do fabricante. Para 

triagem de banco de sangue os resultados falso-positivos são importantes, pois há o 

descarte das bolsas e os resultados falso-negativos favorecem a transmissão de agentes 

infecciosos pela via transfusional. O ELISA Malaria Antigen Test mostrou-se sensível, 

mas ainda são necessários estudos posteriores, que deverão incluir a comparação de um 

número maior de amostras controles isentas de parasitemia em lâmina, com 

confirmação pela técnica do PCR, a fim de poder associar e esclarecer a presença do 

antígeno pLDH detectado pelo ELISA com a presença de parasitas viáveis para a 

detecção pelo PCR. Além disso, acreditamos que associar essa técnica com outras 

técnicas que detectem anticorpos para malária com confirmação pela PCR, diminuirá os 

riscos possíveis de transmissão de malária pela via transfusional. 

Neste trabalho, também foram analisados aspectos relacionados à 

sazonalidade da doença nas cidades incluídas no estudo, com a finalidade de verificar 

diferenças no número dos resultados positivos e negativos no Teste ELISA para 

malária, nos diferentes períodos, principalmente no final do período chuvoso. 

A incidência de malária na Amazônia, assim como em outras regiões 

tropicais, sofre variações com as estações do ano. Nessas regiões a temperatura é 

praticamente estável, mas os índices de umidade variam conforme a época do ano, 

assim o ritmo de propagação da malária se dá de acordo com as chuvas e a estiagem 

diminui a proliferação de mosquitos contribuindo para o decréscimo do número de 

casos da doença (Tadei et al.,1998; Kiszewski et al., 2004). 
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O vetor da malária tem como criadouro grandes coleções de água como 

represas, lagos, lagoas e remansos de rio. A sua sazonalidade está relacionada ao nível 

das águas dos rios e aos períodos de chuvas e secas. O aumento das chuvas resulta em 

uma elevação de mosquitos viáveis, ocasionando ondas epidêmicas. Por outro lado, as 

fortes chuvas podem arrastar as formas imaturas dos mosquitos para locais inadequados, 

destruindo os criadouros e resultando em um declínio da incidência de malária. Assim, 

o período de maior densidade de mosquitos coincide com a estabilização dos seus 

criadouros, após as fortes chuvas (Tadei et al.,1998). 

Os municípios de escolha para esse estudo foram: Altamira, Marabá, 

Tucuruí, Santarém e Castanhal, essas localidades podem não ser apresentadas como 

endêmicas, mas pode ser que possuam dentro de suas áreas locais rurais ou de periferia, 

transmissão estável ou focos epidêmicos. A seleção das cidades foi dada pela facilidade 

de obtenção de amostras, uma vez que a Fundação HEMOPA possui unidades de coleta 

e transfusão naquelas localidades. Além dessas áreas, um grupo de doadores estiveram 

em zonas endêmicas nos últimos 30 dias que antecederam a procura do banco de sangue 

para doação, também foi incluído na análise.  

O estado do Pará possui aproximadamente 143 municípios, e é o estado 

que apresenta a maior incidência da doença no Brasil nos anos de 2000 a 2002 (Nobre, 

2003). No ano de 2005 foram registrados 120.338 casos de malária, correspondendo a 

21% do total de casos da Amazônia Legal. Em comparação a 2004, apresentou aumento 

de 8,3%.  

Em 2005, 19 dos 143 municípios existentes no Estado contribuíram com 

80% dos casos de malária na Amazônia Legal. Comparando com o ano anterior, dez 
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desses municípios apresentaram aumento no número de casos, enquanto nove 

registraram redução.  

  Dos dez municípios que tiveram aumento, destacaram-se os municípios 

de Marabá e Tucuruí registrando um aumento de 53,3 % e 60,7 % respectivamente em 

2005, já o município de Altamira registrou uma redução de 14,2 % no ano de 2005. 

Com base nas notificações dos casos de malária das cidades estudadas, 

de acordo com a SESPA, foi observado que o pico sazonal ocorre no final do período de 

chuvas e o IPA de algumas cidades tiveram algum aumento durante os anos de 2004-

2005, mas o que mais se destacou foi o da cidade de Tucuruí, que no ano de 2004 

apresentava um IPA de 60,4 e no ano de 2005 passou para 105. Entretanto, esses casos 

nem sempre correspondem aos dados reais do município, pois essas notificações apesar 

de serem feitas na cidade, podem ser de municípios próximos a Tucuruí, talvez isso 

explique o aumento do IPA. 

Apesar de saber que existe uma sazonalidade da doença e que existe 

transmissão de malária no município de Belém, inclusive na área urbana, (Povoa et al; 

2003) ocorrendo transmissão principalmente no final do período chuvoso, em nosso 

estudo não foi observada diferença significativa no número de casos positivos e 

negativos executados pelo teste ELISA nos períodos de chuva e seca. 

Nas zonas urbanas das cidades não foi encontrada diferença significativa 

no número de casos positivos e negativos, porém não há informações a cerca da 

sazonalidade dos casos de malária em doadores que moram nas áreas endêmicas em 

volta desses centros urbanos. Entretanto, não se sabe de que maneira é feito o inquérito 

epidemiológico nas UCTs das cidades do interior, uma vez que não foram selecionadas 

amostras das zonas endêmicas perto dessas UCTs, não se tendo o conhecimento a 
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respeito da sazonalidade dos casos que ocorrem em áreas endêmicas pertos desses 

centros urbanos. O inquérito epidemiológico feito na Fundação HEMOPA da capital 

mostrou bastante eficiência, pois das 70 amostras de pacientes que relataram ter estado 

em zonas endêmicas, 10 apresentaram resultados positivos de acordo com o critério do 

controle 1, onde se encontrou (9 no período chuvoso e 1 no período de seca), 

demonstrando que o inquérito está funcionando em pacientes que procuraram a 

Fundação da capital e que estiveram nessas áreas. 

As notificações de casos de malária demonstram que algumas cidades 

nos anos de 2003 e 2004 apresentaram um IPA alto, como nos municípios de Altamira 

em Tucuruí. Dados da SESPA também mostram que o maior índice de aumento ocorreu 

principalmente no período de junho a setembro, final do período chuvoso. O menor IPA 

registrado nesses anos foi dado pelas cidades de Belém e Castanhal. 

Apesar das notificações mostrarem uma maior incidência de casos 

positivos no final do período chuvoso, essa diferença não foi observada, não foi relatado 

diferença no número de amostras positivas e negativas quando analisados pelo teste 

ELISA. 

Porém, em nosso estudo, apesar de não terem sido observados diferenças 

significativas de amostras positivas e negativas no período posterior as chuvas, foram 

encontradas diferenças na leitura de ∆DO/cutoff do teste ELISA, nas cidades de 

Altamira e Santarém quando comparadas com os ∆DO/cutoff de Belém e da Zona 

Endêmica, áreas selecionadas devido a maiores chances de se encontrar menos e mais 

casos de malária respectivamente.  

A comparação quando foi feita tomando a cidade de Belém como 

parâmetro, os resultados de ∆DO/cutoff mostraram-se significativos, em relação as 
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amostras de Altamira, Santarém e Zona Endêmica. Talvez essa diferença de leituras 

possa inferir que nessas localidades as chances são maiores de ocorrer mais casos de 

malária do que a cidade de Belém. Outra análise realizada no trabalho também 

confirmou diferenças significativas em Altamira, Santarém e Zona Endêmica de 

amostras consideradas positivas e negativas, de acordo com a nova faixa de ∆DO/Cutoff 

tomando a cidade de Belém como parâmetro de comparação. 

Ambas as análises confirmam o esperado, menor chance de se encontrar 

casos de malária na capital que no interior, porém não podemos afirmar com certeza se 

realmente todas as amostras selecionadas como positivas e negativas pelo teste de 

ELISA são verdadeiramente positivas ou negativas, pois o ponto de corte do fabricante 

ainda não está definido nem validado, e essa divisão foi feita baseada em critérios 

estabelecidos no estudo através de amostras controles. 

Quando o parâmetro de comparação utilizado foram as amostras da Zona 

Endêmica, as leituras de ∆DO/cutoff das cidades de Altamira e Santarém não foram 

significativas, ou seja, nessas áreas o perfil de leituras de ∆DO/cutoff foi semelhante, 

sugerindo que essas cidades possuem a mesma possibilidade de apresentarem casos de 

malária que as amostras da Zona Endêmica (Tabela 8), porém as notificações da SESPA 

mostram que no ano de 2003 a cidade de Altamira apresentou um IPA de 72,5 e 

Santarém 2,44, e em 2004 o IPA dessas cidades foram de 64,7 e 3,8 respectivamente, 

sugerindo que o maior número de amostras positivas detectados pelo teste ELISA 

poderia ser encontrado na cidade de Altamira, mas em Santarém a possibilidade seria 

menor, devido aos baixos valores de IPA durante os dois anos do estudo.  

Os nossos resultados sugerem, de acordo com a análise de seleção das 

amostras positivas feitas através do teste ELISA, que a maior chance de encontrar 



 67 

pacientes positivos para malária é em Altamira, Santarém e nas Zonas Endêmicas, 

porém as notificações da SESPA mostram que, nos anos de 2003 e 2004 os maiores 

números de casos registrados provêm de Tucuruí, Marabá e Altamira. Entretanto, em 

nosso estudo, Tucuruí e Marabá se mostraram estatisticamente iguais à cidade de Belém 

em chances de se encontrar casos positivos para malária. Dessa forma, devemos 

considerar também a possibilidade de expandir este estudo para outras áreas de 

transmissão, a fim de observar se o comportamento do resultado de positividade do teste 

encontra-se semelhante com as demais áreas já estudadas. 

Muitas estratégias de controle da malária são feitas em todo o Estado, a 

fim de minimizar a transmissão da doença, através de diagnósticos e tratamentos dos 

indivíduos, embora os casos de TTM não sejam comuns dentro de áreas não endêmicas 

o número de doadores que possuem o risco de adquirir malária pode aumentar o número 

de casos dessas áreas, uma vez que, os doadores implicados em TTM invariavelmente 

são assintomáticos, com densidades de parasita abaixo do limite de descoberta dos 

atuais ensaios disponíveis. Assim, para uma boa triagem de doadores, estratégias 

efetivas devem ser criadas, incluindo triagens clínico-epidemiológicas, associadas com 

ferramentas sorológicas eficazes o suficiente para assegurar a qualidade do sangue para 

a doação, reduzindo ao máximo o risco de transmissão pela via transfusional. 
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5. CONCLUSÕES 

• O ELISA-Malaria Antigen Test é sensível, prático e de rápida execução, 

podendo ser utilizada em triagens de doadores de sangue. 

• Há recomendações de ajustes no ponto de corte do ELISA-Malaria Antigen Test 

• Não há diferença significativa entre positividade e sazonalidade nas cidades 

estudadas. 

• A cidade de Belém apresenta menor chance de encontrar casos de malária do 

que as cidades de Altamira, Santarém e nas da Zona Endêmica. 

• O inquérito epidemiológico feito na Fundação HEMOPA foi feito de uma 

maneira correta, sendo capaz de detectar uma porcentagem de 4,37% de 

resultados positivos. 
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