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RESUMO
O diagnostico precoce e o tratamento adequado dos casos de malaria é a
principal estratégia para o controle da doenga. Varias alternativas para o
diagnéstico microscoépico tradicional foram propostas nos ultimos anos, os
testes imunocromatograficos que capturam antigenos alvos dos parasitos da
malaria estdo sendo propostos, como o teste OptiMAL-IT® que detecta a
desidrogenase latica do Plasmodium sp.. O estudo teve como objetivo a
avaliagdo do nivel de concordancia entre o teste imunocromatografico
(OptiMAL-IT®) e a gota espessa para o diagnéstico da malaria no Municipio de
Mazagdo — Amapa. Foram analisados 413 individuos com sintomatologia de
malaria, que procuraram o servico da Unidade Mista de Saude de Mazagao,
com idade entre 01-68 anos. Os resultados do teste OptiMAL-IT® foram
comparados com o0s resultados obtidos (das amostras) através da gota
espessa corada pelo Giemsa. Dos 413 pacientes suspeitos de apresentarem
malaria, 317(76.8%) eram positivos através da GE e 311 (75.3%) eram
positivos pelo TDR. Das laminas de GE positivas, foram encontrados 27.4% de
P. falciparum e 72.6% de P. vivax. O teste OptiMAL-IT® detectou 27.7% de P.
falciparum e 72.3% de P. vivax. A sensibilidade obtida com o TDR para o P.
falciparum foi de 97.7% e para o P. vivax foi de 98.2%, a sensibilidade global
do TDR foi de 98.1% e a especificidade global e para ambas as espécies foi de
100%. Foram encontrados valores preditivos positivos e negativos de 100% e
94.1%, respectivamente. O teste OptiMAL-IT®, teve uma alta concordancia com
a GE, foi especifico e eficiente, podendo ser usado no diagnéstico de malaria

nas situagcdées onde a microscopia nao esta disponivel.
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ABSTRACT
The precocious diagnosis and the opportune treatment of the cases of malaria
is one of the main strategies for the control of the disease. Several alternatives
for the traditional microscopic diagnosis were proposed in the last years, the
Immunochromatographic tests that capture white antigens of the parasites of
the malaria they are being proposed, as the test OptiMAL-IT® that captures the
lactic desidrogenase of the Plasmodium sp.. The study had as objective the
evaluation of the level of agreement between the Immunochromatographic test
(OptiMAL-IT®) and the thick drop for the diagnosis of the malaria in the City of
Mazagao — Amapa, Brazil. 413 individuals were analyzed with malaria
sintomatology that had looked for the service of the unit of health service of the
city, with age among 01-68 years. The results of the OptiMAL-IT® test were
compared with the obtained results, of the same samples, through the thick
drop red-faced by the Giemsa. Of the 413 patients suspicious to present
malaria, 317(76.8%) were positive through GE and 311 (75.3%) were positive
for TDR OptiMAL-IT®. Of the positive blades of GE, had been found 27.4% of
P. falciparum and 72.6% of P. vivax . The OptiMAL-IT® test detected 27.7% of
P. falciparum and 72.3% of P. vivax. The sensibility obtained with TDR for P.
falciparum was of 97.7% and for P. vivax was of 98.2%, the global sensibility of
TDR was of 98.1% and the global specificity for both the species was of 100%.
They were found preditivos values positive and negative of 100% and 94.1%,
respectively. The OptiMAL-IT® test had a high agreement with thick drop, it is
specific and efficient. It can be used in the diagnosis of malaria in the situations

where microscopy is not available.
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1. INTRODUCAO
1.1 HISTORIA DA MALARIA

A malaria é conhecida desde a antigliidade. Provavelmente sua
origem foi na Africa, ha milhdes de anos e se espalhou para as regides
tropicais, subtropicais e temperadas do Velho Mundo através das migracoes e,
posteriormente, para o Novo Mundo com os exploradores, missionarios e
escravos. Na China em 2.700 a.C. ja se referiam a febres intermitentes com
esplenomegalia atingindo simultaneamente muitas pessoas. Na Grécia,
Hipdcrates descreveu com clareza quadros febris tipicos da malaria, além de
registros de esplenomegalia (Bruce-Chwatt, 1985; Deane, 1992; Carter &
Mendis, 2002; Cox, 2002).

No século XVIII, a forma de transmissao nao era conhecida pelas
populacdes antigas que atribuiam aos “miasmas” (emanacdes dos pantanos) a
causa da doenca. Este fato deu origem ao termo malaria “mal aire” do italiano,
e paludismo ou impaludismo do francés, cuja origem vem de “pallus” que
significa 4gua estagnada (Rey, 2001).

A introducdo da maléaria nas Américas pode ter ocorrido logo apés
1492, trazida por europeus e africanos, contribuindo com muitas mortes,
incluindo os nativos. Desde aquela época, ja havia o conhecimento, por parte
dos indigenas do uso da casca da quina, uma arvore de origem peruana,
usada para diminuir a temperatura; foram os indigenas que apresentaram aos
jesuitas a casca da Chinchona e que a experimentaram no tratamento dos
individuos acometidos pela malaria. Comprovada a sua eficacia, teve inicio o

transporte da casca do vegetal para a Europa, Asia, Africa e América do Norte,
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onde a malaria ocorria de forma epidémica. Entretanto, somente em 1820,
Joseph Pelletier e Joseph Caventou isolaram o alcal6ide quinino. (Bruce-
Chwatt, 1985; Deane, 1992; Farrel, 2003).

A transmissao das febres intermitentes por mosquitos ligados ao
pantano, foi primeiramente sugerida pelo médico italiano Lancisi, em 1871, até
que em 1880, Laveran, na Argélia, identificou em hemacias de pacientes
africanos, o protozoario causador da doenca, descrevendo assim a primeira
espécie encontrada e o nomeou de Plasmodium malariae. Em 1897, Ronald
Ross, descreveu o ciclo parasitario em mosquitos do género Anopheles e nos
anos seguintes, Giovani Grassi & Giuseppe Bastianelli e Amico Bignami, em
1898 e 1899, respectivamente, completaram as informacdes com a descricao

completa do ciclo biolégico do Plasmodium sp (Deane, 1992).

1.2 CONSIDERACOES GERAIS

A malaria é uma doenca infecciosa, parasitaria, de evolugao
crbnica, com manifestagcdes de carater agudo, causada por protozoarios do
género Plasmodium, transmitida ao homem pela picada da fémea do mosquito
do género Anopheles, é caracterizada principalmente pela triade: febre, calafrio
e cefaléia. E também conhecida como Paludismo, impaludismo, febre palustre,
febre intermitente, febre terca benigna, febre terca maligna, febre quarta,
maleita, sezao ou tremedeira (Matsumoto, 1998).

A malaria é hoje considerada uma das principais doencas
infecciosas existentes no mundo. Atualmente, a Organizacdo Mundial de

Saude (OMS) estima que ocorra cerca de 500 milhées de casos anuais, nas
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regides tropicais da Africa, da Asia e das Américas. Sua distribuicao espalha-se
por 107 paises e territorios, expondo ao risco de contrai-la cerca de 40% da
populacdo mundial dos tropicos (WHO, 2005).

Varias estratégias foram lancadas pela OMS para o combate da
malaria mundialmente. A partir de 1944, foi introduzido o uso do dicloro-difenil-
tricloroetano (DDT) como principal medida de controle do vetor, com o objetivo
de erradicar a doenca. A estratégia de erradicacdo da malaria, fortemente
calculada nos ciclos semestrais de borrifacdo dos domicilios com o DDT e na
administracdo de tratamento supressivo, ndo foi devidamente implementada,
havendo entre os técnicos da época o consenso de nao considerar a
adaptacao biolégica do vetor, o que a tornou insuficiente para interromper a
transmissao em areas como a regiao Amazénica (Tadei, 1983).

No Brasil, desde a década de 60, quando os esforcos
desenvolvidos por meio da Campanha de Erradicacado da Malaria (CEM) nao
foram suficientes para a eliminacdo da doenca na area da Amazénica Legal,
varias outras estratégias foram desenvolvidas para a diminuicdo de sua
incidéncia, com resultados satisfatérios em alguns aspectos. Entre essas
estratégias, inclui-se o lancamento do Programa de Controle da Malaria na
Bacia Amazbnica (PCMAM), que iniciou a melhoria das estruturas das
unidades de saude locais, a partir de 1988 até 1996 (Loiola et al., 2002).

Ja na década de 1990 iniciou-se a mudanca da estratégia de
erradicacao para o controle integrado, a partir da Conferéncia Interministerial,
realizada em Amesterda, em 1992. A nova estratégia consistia em focalizar o

diagnéstico e tratamento dos casos como pratica geral do controle e na escolha
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seletiva de objetivos, estratégias e métodos especificos de controle ajustados
as caracteristicas particulares de transmissao, existentes em cada localidade
(Brasil, 1999).

O Brasil acompanhou as recomendagdes da OMS (OMS, 1992)
com a regionalizagdo das medidas para o controle da malaria e, dessa forma,
novas estratégias foram implantadas para a Amazbnia Legal. As medidas
consistiam na ampliacdo da rede de laboratérios publicos para diagnéstico da
doenca, com a incorporacdo das unidades permanentes de saude, e na
melhoria do tratamento e da infra-estrutura local (Passos & Filho, 1998). Ainda
assim, houve um aumento na incidéncia da maléria na Amazdnia Legal.

Em 1999, dos mais de 600 mil casos registrados, mais de 90%
eram da regido Amazébnica, o que significava um aumento de 34,3% em
relacdo ao ano anterior e a manutencdo do aumento das infec¢gées causadas
por P. falciparum, das internagdes hospitalares e do numero de Oobitos.
(Ferreira, 2004)

Diante dessa realidade, o Ministério da Saude (MS) posicionou-se
no sentido de buscar novas estratégias e lancou, em 2000, o Plano de
Intensificagdo das Agdes de Controle da Malaria na Amazdnia Legal (PIACM)
em parceria com Estados e Municipios. O objetivo do Plano foi o de
“Intensificar” as agdes de controle da malaria na regiao Amazénica, reduzindo a
sua morbi-mortalidade a niveis sustentaveis de controle, evitando o surgimento
de epidemias localizadas, reduzindo a sua gravidade e, consequentemente, 0

numero de internacdes e ébitos (BRASIL, 2000).
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Com o Plano de Intensificacdo das A¢des de Controle da Malaria
(PIACM) - que vigorou no periodo de 2000 a 2002 — houve uma redugédo de
45% na incidéncia da doenca na regiao da Amazédnia Legal, ao final do ano de
2002, comparando-se com 1999. Esta estratégia resultou na expansao da rede
de diagndéstico e garantiu um tratamento rapido em areas endémicas (Brasil,
2003).

Apesar dos resultados obtidos, a incidéncia desta doenga na
regido Amazdnica, ainda é muita elevada, e precisa ser reduzida a numeros
que possam dar sustentabilidade ao processo de descentralizacdo das acdes
de epidemiologia e controle da doenca para estados e municipios. Foi com a
visdo de dar continuidade aos avancos proporcionados pelo PIACM, que o
Ministério da Saude estabeleceu uma politica permanente para prevencao e
controle da endemia, criando em dezembro de 2002, o Programa Nacional de
Controle da Maléria (PNCM) (Brasil, 2003).

No ano de 2006, foram realizados aproximadamente 3,4 milhdes
de exames para diagnéstico da malaria na Amazénia Legal, havendo um
aumento de 13,1% no numero de unidades de diagndstico em 2006 quando
comparado com a situacao de 2005, passando de 2.909 para 3.290 unidades.
O aumento deste numero deu-se em todos os estados da regido levando a
uma diminuigdo no numero de casos, contudo, no Estado do Amapa houve um
incremento de 3,8% dos registros de malaria (Brasil, 2007).

Nos pacientes com malaria, um diagnostico rapido e precoce
constitui a estratégia para o controle eficaz da doenca. O exame microscopico

da lamina de sangue pelo método da gota espessa é o diagnéstico padrao
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“Ouro” (Moody, 2002). Entretanto, a interpretacdo correta de laminas de
sangue requer pericias consideraveis que nao estdo necessariamente,
disponiveis em centros médicos periféricos nos paises endémicos. Assim, a
disponibilidade de um teste simples e preciso vem contribuir com o diagnéstico
da infeccdo malérica em areas remotas onde a facilidade de cobertura da
saude € baixa e o risco da populacdo de contrair a doenca é alto. (Moody,
2002; WHO, 2000).

Em muitos lugares onde malaria € endémica, a falta de infra-
estrutura de laboratério e recursos humanos apropriados impede o uso de
técnicas diagnosticas baseadas na microscopia. Para superar este problema,
alguns testes rapidos imunocromatograficos, que poupam o uso de
equipamento e pessoal altamente qualificado, estdo atualmente disponiveis
(Palmer et al., 1998).

Os testes imunocromatograficos sao capazes de captar
parasitemias maiores que 100 parasitos/ul (0.002% parasitemia), capturam
antigenos parasitarios e dao resultados rapidos (15 a 20 min). Eles estao
comercialmente disponiveis em kits com todos 0s reagentes necessarios, e a
facilidade de desempenho dos procedimentos nao requer treinamento
extensivo ou equipamento para executar ou interpretar os resultados (Peyron et

al., 1994; Singh et al., 1997).

1.3 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA MALARIA
De acordo com os dados da OMS aproximadamente 107 paises

ou territérios no mundo sao considerados como areas de risco para malaria,
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principalmente os paises tropicais e subtropicais situados ao Sul do deserto do
Saara, os do Sudeste Asiatico e os da América Latina, particularmente os
situados na regido da Bacia AmazlOnica, conforme distribuicdo geografica

apresentada na Figura 1 (WHO, 2005).

@ RISCO DE MALARIA

@ AUSENCIA DE
MALARIA

Figural- Distribuicdo da Malaria no Mundo em 2005 (Fonte: commons
wikimedia.org/wiki/Image:Malaria_map.PNG)

A malaria, apesar de conhecida ha mais de trés mil anos, € ainda
uma das principais endemias mundiais. Cerca de 2,4 milhées de pessoas ainda
estdo expostas a este risco. A ocorréncia mundial da malaria é calculada entre
300 a 500 milhdes de casos clinicos anuais com 1% a 2% de ébitos. (Baird,
2005).

Segundo a Organizacao Pan Americana da Saude (OPAS), na

regido das Ameéricas, ocorre transmissdo da malaria em 21 dos seus estados
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membros. Nestes paises, 77 milhdes de pessoas moram em areas de risco
moderado e alto de transmissao, produzindo aproximadamente 1,5 milhdo de
casos por ano (OPAS/OMS, 2005).

Considerando o indice Parasitario Anual (IPA) nas Américas, o
Brasil, em 2004, notificou o maior niumero de casos de malaria (52,6%),
seguido da Sub-regiao Andina (Bolivia, Coldmbia, Equador, Peru e Venezuela)
(34.1%) e 13.3% distribuidos nos demais paises de menor ocorréncia,

conforme apresentado na Figura 2 (OPAS/OMS, 2006).

O Mexico B CAPE EHADOR O GLY-FGLU-SUR
HERASIL OREGIAD ANDINA ECOMNE SUL

CAPB = América Central, Panama e Belize

CONE SUL = Argentina e Paraguai

GUY-FGU-SUR = Guiana, Guiana Francesa e Suriname

REGIAD AMDINA = Balivia, Equador, Coldmbia, Peru e Wenezuela
HAl- DOR = Haiti @ Repdblica Dominicana

Figura 2 - Distribuicdo dos Casos de Malaria na Regido das Américas,
2004.(Fonte: OPAS/OMS, 2006)
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A regiao Amazénica registra cerca de 99.5% do total de casos da
malaria notificada no pais (Figura 3). A distribuicdo dos casos registrados em
2006, demonstra a ndo homogeneidade da distribuicdo da endemia, pois os
estados do Amazonas, Rond6nia, Para e Acre foram responsaveis por 87.9%
dos casos. Os municipios de Cruzeiro do Sul, Manaus e Porto Velho foram
notificados 22.5% dos casos da regido. A variacao de 2006 em relacao a 2005
mostra uma reducdo em sete estados, entretanto o Acre e o Amapa
apresentaram um incremento de 63.4% e 3.8%, respectivamente. O estado que
apresentou maior redugéao foi Tocantins (47%) (Brasil, 2007).

Nas diferentes areas com potencial malarigeno a dinamica de
transmissao é variavel entre os grupamentos humanos que habitam diferentes
nichos ecoldgicos, onde existe uma interagédo de fatores de risco de diferentes
origens (Marques & Gutierrez, 1994). Fatores biolégicos formam os elos da
cadeia de transmissao; fatores ecologicos, ligados a condicbes ambientais,
favorecem ou dificultam a transmissdo; fatores socioculturais originam as
atitudes das pessoas para evitar a infeccdo e determinam seu comportamento
em caso de adoecer; fatores de ordem econdémica e politica influenciam na
extensdao das medidas de protecdo e dos cuidados a saude das populacoes

expostas (Marques & Gutierrez, 1994).

A malaria estd associada a deterioracao social e econbmica, e
suas vitimas principais sdo as populacdes rurais nao privilegiadas. Pressées
demogréficas, sociais e econGmicas induzem esses contingentes populacionais
a procurar melhores condi¢cdes de vida, propiciando migracdes dentro das

areas endémicas e, destas, para aquelas livres da maldria, o que resulta em
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Os fluxos migratérios e a intensa urbanizagao, na

maioria das vezes, ndo sao acompanhados de programas adequados de saude

e saneamento (Molineaux, 1988).
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Figura 3 — Distribuicdo da Malaria no Brasil e na Regido da Bacia Amazonica,
Segundo Niveis do Indice Parasitario Anual (IPA), em 2006. (Fonte: SIVEP —
Malaria, Sinan/SVS/MS, 2007)

Na Amazobnia Legal, em 2006 a espécie predominante foi o P.

vivax com 73.4% das notificagcbes, ficando o P. falciparum com 24.9% e a

malaria mista (P. vivax + P. falciparum) com 1,6% (Figura 4). O risco de

adoecer de malaria baseado no indice parasitario anual (IPA) na Amazbnia

Legal foi de 22.9 casos para cada mil habitantes. Ficou estabelecida para o ano



23

de 2007 a redugcdo de 10% da incidéncia da malaria além da proporcao de

casos de P. falciparum e de internagdes (Brasil, 2007).

P. malatize

P.f+P. v

P . fldparm

P osive

0,00% 20,00% 40,00% §0,00% £0,00%

Figura 4 — Proporcao de Casos de Malaria por Espécie de Plasmodio na
Regiao Amazbnica, 2006. (Fonte: Sivep-Malaria/SVS/MS, 2007).

No ano de 2007, o estado do Amapa, até o més de abril, notificou
6.181 casos da doenga, dos quais 66% foram causados por P.vivax, 31.6% por
P. falciparum e 2.4% por P. falciparum + P. vivax, mostrando a situagao
peculiar que ocorre no Estado do Amapa quando se compara com 0S outros
estados Amazénicos, onde a malaria por P. falciparum esta em torno de 24.9%

(Figura 5) (SIVEP/MAL, 2007).
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Figura 5 — Caracterizacdo de Risco da Malaria por Municipio no Estado do
Amapa de Janeiro a Dezembro de 2006. (Fonte: SIVEP — Malaria, 2007).

1.4. CICLO DE TRANSMISSAO DA MALARIA.
1.4.1 Vetores

O parasito é transmitido, naturalmente, de uma pessoa para outra,
pela picada de uma fémea de anofelino infectada, que utiliza 0 sangue para o
amadurecimento de seus ovos. Existem cerca de 400 espécies de anofelinos,
mas apenas 60 podem transmitir maldria ao homem (Forattini, 2002).

Os vetores da malaria humana sao insetos da ordem Diptera, da

familia Culicidae, do género Anopheles (Russel et al., 1946; Forattini, 2002).
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No Brasil, as principais espécies transmissoras pertencem a dois
subgéneros: Nyssorhincus, destacando-se as espécies Anopheles (N.) darlingi
(Root, 1926) Anopheles (N.) aquasalis (Curry, 1932) e o Anopheles (N.)
albitarsis (Lynch Arribalzaga, 1878) e 0 subgénero Kerteszia, com as principais
espécies; Anopheles (K) cruzii (Dyar & Knab, 1908) e Anopheles (K) bellator
(Dyar & Knab, 1908) (Rachou 1958; Deane 1986).

O Anopheles (N.) darlingi (Root 1926) é considerado o mais
importante vetor da malaria no Brasil, particularmente na regido Amazoénica
brasileira (Shannon, 1933; Rachou, 1958). E a espécie de maior importancia
epidemioldgica, pela abundancia, ampla distribuicdo no territério nacional,
atingindo todo o interior do pais, por seu alto grau de antropofilia, endofagia e
pela capacidade de transmitir diferentes espécies de plasmédio. Possui como
criadouros preferenciais as colegcdes de aguas limpas, quentes, sombreadas e
de baixo fluxo, situacdo muito freqliente na regido Amazodnica (Deane, 1989;
De Oliveira-Ferreira et al., 1990).

Estudo realizado por Segura (1998), em areas préximas a
Macapa, demonstrou que o Anopheles aquasalis e o Anopheles marajoara
(Galvao e Damasceno, 1942), também sdo vetores importantes na transmissao

da malaria, no Municipio de Macapa.

1.4.2 Agentes Etioldgicos
A malaria € uma doencga infecciosa causada por protozoarios
pertencentes ao Filo Apicomplexa, Ordem Eucoccidiidae, Subordem

Haemosporinae, Familia Plasmodiidae, Género Plasmodium (Machiafava &
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Celli, 1885), com aproximadamente 172 espécies e que infectam aves, répteis
e mamiferos (Levine, 1988). Segundo Garnham & Duggan (1986) quatro
dessas espécies infectam naturalmente o homem: Plasmodium malariae
(Laveran, 1881), Plasmodium vivax (Grassi & Feletti, 1890), Plasmodium
falciparum (Welch, 1897) e, Plasmodium ovale (Stephens, 1922).

O P. falciparum é o causador da terca maligna; o P. vivax,
responsavel pela terca benigna; o P malariae, determinante da forma quarta, e
estdo distribuidos geograficamente pelas éareas tropicais e subtropicais.
O P. ovale, causador da terca benigna é restrito a Africa tropical, Filipinas,
Nova Guiné e Vietna (Bruce-Chwatt, 1985).

O P. vivax é uma espécie amplamente distribuida no mundo,
ocorrendo em regides tropicais, subtropicais e, raramente, em regides
temperadas. O P. falciparum predomina na Africa e no sudeste da Asia. Estas
duas espécies coexistem em muitas partes do mundo, mas o P. vivax é raro no
oeste da Africa. P. malariae tem uma prevaléncia menor que no passado, com
distribuicdo limitada & Africa e mais raramente no Oeste Pacifico e na América
do Sul. O P. ovale é o que tem a mais limitada distribuicdo, restringindo-se a
Africa sub-Saariana e a Asia, sendo endémico somente na Papua Nova Guiné

e nas Filipinas (Carter & Mendis, 2002).

1.4.3 Ciclo Biolégico
O ciclo biolégico dos plasmodios ocorre em dois hospedeiros. No
homem que é considerado o hospedeiro intermediario onde ocorre reproducao

assexuada do tipo esquizogonia, e no mosquito, hospedeiro definitivo, onde
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ocorre a reproducdao sexuada do tipo esporogonia, de acordo com o ciclo
descrito na Figura 6 (CDC, 2006).

Conforme esquematizado na figura 6, o ciclo inicia-se quando a
fémea infectada do mosquito Anopheles, ao exercer a hematofagia no homem,
inocula esporozoitos na corrente sanglinea. Estas formas desaparecem da
circulagdo sanguinea do individuo suscetivel e alcangam os hepatocitos, onde
evoluem. Apoés invadirem os hepatdcitos, os esporozoitos se multiplicarao por
reproducao assexuada do tipo esquizogonia, dando origem aos esquizontes
teciduais, que em seguida se rompem e liberam milhares de merozoitos. Essa
fase primaria do ciclo € chamada pré ou exo-eritrocitica ou tecidual (CDC,
2006).

A segunda fase do ciclo é denominada eritrocitica, e inicia-se
quando os merozoitos teciduais invadem os eritrécitos. O desenvolvimento
intra-eritrocitico do parasito se da por esquizogonia. Apdés a invasao no
eritrécito, os merozoitos sofrem maturacées morfologicamente distintas,
compreendendo trés fases, respectivamente: anel, trofozoito e esquizonte.
Apbés a maturacdo completa, os eritrécitos se rompem liberando novos
merozoitos na circulagdo sanguinea, que em seguida invadem novos eritrocitos
reiniciando o ciclo. Depois de sucessivas geragdes de merozoitos sanglineos,
algumas formas se diferenciam em estagios sexuados, o0s gametocitos
(femininos e masculinos), que sado as formas infectantes para o mosquito
(CDC, 2006).

A infeccdo do vetor ocorre quando a fémea do mosquito

Anopheles durante a hematofagia em um individuo infectado ingere
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gametécitos macho (microgamentécitos) e fémea (macrogametécitos). No
estbmago do mosquito, o microgametécito fecunda o macrogametécito,
gerando o zigoto, o qual se alonga, originando o oocineto, que atravessa a
parede do estdmago do inseto e se transforma em oocisto, cujo conteudo
divide-se para formar os esporozoitos, que sao liberados na hemocele e
migram para as glandulas salivares do mosquito estando assim prontos para

infectar um novo individuo (CDC, 2006).
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Figura 6— Ciclo Bioldgico do Parasito da

Malaria. (Fonte:ttp://www.dpd.cdc.gov/dpdx. Acesso, julho, 2006).

1.5 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

1.5.1 Diagnéstico Parasitologico
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A confirmacao etiolégica da malaria é basicamente realizada por
meio do encontro dos plasmodios no sangue periférico. Laveran, 1880, foi o
pioneiro no diagndstico laboratorial da malaria quando descobriu o parasito em
distensdo sanguinea em lamina de sangue de pacientes com febre. Ronald
Ross verificou que o aumento da concentracdo do sangue numa area
desemoglobinizada aumentava a sensibilidade da técnica em 20 vezes,
originando o método da gota espessa. Hoje, os programas de controle da
malaria utilizam esse método, tendo em vista que este exame aumenta a
chance do diagnéstico, devido a possibilidade de examinar um volume
sanguineo 3 a 5 vezes maior, elevando a sensibilidade do método. No entanto,
a distensao em lamina permite uma boa analise morfométrica, sendo dessa
forma a técnica que apresenta maior facilidade para observacdo das
caracteristicas morfolégicas dos parasitos presentes nas hemacias, permitindo
com certa facilidade e seguranca diferenciar as diversas espécies de
plasmodios (lgreja et. al., 2001; Ferreira, 2004; Ross, 1903; OPAS, 1975).

A gota espessa é uma técnica considerada de baixo custo, de
US$ 0,12 a US$ 0,40 por lamina examinada. Uma outra vantagem é a
possibilidade de realizacdo do controle de qualidade dos exames realizados.
Entretanto para identificacdo da espécie, o exame ¢é de mais dificil
interpretacdo, em decorréncia das limitagées do método como: i) o material ndo
¢ fixado; ii) ocorre lise das hemacias, durante o processo de coloracao,
deixando os parasitos livres; iii) a morfologia dos parasitos ndo é bem

preservada (Dowling & Shute, 1966; WHO, 2000).
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No momento da coloracdo da gota espessa pode ocorrer perda
de 66% dos trofozoitos € de 80 a 90% de gametdcitos. Essa perda pode
dificultar o diagnéstico quando o paciente tem um nivel baixo de parasitemia,
exigindo um tempo maior no exame da lamina de 30 minutos para o
microscopista detectar a forma trofozoito de P. falciparum e 90 minutos para
detectar gametdcito, exigindo dessa forma microscopistas bem treinados para
fazer uma avaliacao critica, pois pode ocorrer também algum defeito no
momento da preparag¢do da lamina como: i) permanéncia demasiada da gota
sobre a lamina antes de proceder ao espalhamento; ii) inobservancia do
cuidado de secar completamente o dedo do paciente; iii) provocacdao de
hemolise parcial da camada de sangue pelo suor do paciente e do operador; iv)
uso de corantes inadequados e v) o dedo gorduroso do paciente (lgreja et al.,
2001; Avila & Ferreira, 1996; Dowling & Shute, 1966; WHO, 2000).

No diagnoéstico pela observacdo em laminas, deve-se estar
atento para as caracteristicas das diversas espécies. O P. falciparum pela sua
propriedade de citoaderéncia, s6 permite a deteccdo de trofozoitos e
gametécitos na periferia e ao se observar a lamina sé se verificara, em geral, a
presenca dessas formas evolutivas. No caso do P. vivax sdo observadas
parasitos em varios estagios de evolucao e hemacias aumentadas de tamanho
e hipocoradas, ao contrario do P. falciparum onde as hemécias tém tamanho e
cor normais. No diagnéstico do P. malariae se observa tendéncia a
apresentacao diagonalmente nas hemacias, ou em banda (Igreja et al., 2001;

Avila & Ferreira, 1996; WHO, 2000).
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O diagnostico por este método pode ser trabalhoso, por requerer
até 60 min de tempo para sua preparacao além da necessidade de um
examinador experiente para sua interpretacdo, particularmente em baixos
niveis de parasitemia (Dourado et al., 1994; Moody, 2002). Depende também
da qualidade da coloracdo, do microscopio e da técnica de preparacao das
laminas. (Dowling & Shute, 1966; Killian et al., 2000). H& um limiar de
deteccdo, segundo o grau de parasitemia existente no paciente e do nimero de
campos lidos (Thellier, et al., 2002). Em condi¢des ideais, um microscopista é
capaz de detectar densidades parasitarias tdo baixas como 10 a 20 parasitos
por cada microlitro de sangue. Em condicbes de campo, o que ocorre
normalmente na maior parte das areas malarigenas do mundo € que a
capacidade de deteccao necessita de até 100 parasitos por cada microlitro de
sangue (WHO, 1988).

No Brasil, o diagnéstico laboratorial adotado pelo PNCM é o
método da gota espessa na identificagdo qualitativa e quantitativa da malaria. E

um método eficaz e de baixo custo.

1.5.2 Diagnéstico Imunoldégico

Os testes imunoldgicos sdo baseados na deteccdo de antigenos
parasitarios. Primeiramente os testes utilizavam como antigeno alvo a proteina
Il rica em histidina (PfHRP-Il) produzida pelos trofozoitos e gametocitos jovens
de P. falciparum (Beadle et al., 1994; Singh et al.,1997; Durrheim et al., 1998;
Wongsrichanalai, 1999). A HRP-2 é uma proteina soluvel em agua (Rock et al.,

1987), expressa na superficie da membrana dos eritrocitos infectados e por
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causa de sua abundancia em hemdacias infectadas por Plasmodium falciparum,
foi o primeiro antigeno a ser usado para desenvolver um TDR. Entretanto a
grande limitacdo dos testes que utilizam essa proteina € que a PfHRP-2 é
produzida somente por P. falciparum, assim, em areas onde ocorrem outras
espécies de Plasmodium ssp., sua utilidade fica reduzida. Além disso, estudo
realizado por Humar et al. (1997), demonstraram a persisténcia dessa proteina
por até 28 dias apos o desaparecimento da parasitemia, ndo sendo, portanto,
um bom indicador de controle de cura.

Atualmente, o antigeno-alvo utilizado amplamente ¢é a
desidrogenase lactica (pLDH), produzida pelas formas assexuadas e sexuadas
dos parasitos (Palmer, et al, 1998; Igbal, et al.,1999; Moody, et. al., 2000;
Igbal, et al., 2001).

A Lactato Desidrogenase (LDH) é uma enzima intracelular que
catalisa a reacao reversivel que envolve a oxidagdo do piruvato para lactato
com o dinucleotideo adenina nicotinamida (NAD), servindo como coenzima

(Stryer, 1982). (Figura 7)
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Piruvato, E: enzima, R: NADH, O: NAD, P: Piruvato e L: Lactato. (Fonte: Hewit
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A LDH é uma enzima classificada como verdadeiramente
intracelular (Sullivan & Alpers, 1971) devido seu alto grau de especificidade
tecidual, onde suas concentracdes no tecido sdo 500 vezes maiores que nos
niveis séricos em circunstancias normais. (Podlasek & McPherson, 1989).

Sao encontradas altas concentragbes de LDH no figado, no
coracao, nos eritrocitos, nos musculos esqueléticos e nos rins (Calbreath,
1992). Por conseguinte, doencas que afetam esses Orgaos, tais como
infecgcdes renais, infarto do miocérdio e hemdlise, tém sido relacionadas as
elevagoes significantes da atividade da LDH no soro total (Wills, 1971; Castaldo
et al, 1994). Além disso, outros estudos demonstraram a importancia desta
enzima no direcionamento do diagndéstico, progndstico e tratamento de varias
patologias de natureza crénica, como canceres de pulmao, ovario e linfomas
(Schwartz, 1992).

O ciclo de vida do Plasmddio ssp. no hospedeiro humano inclui o
ciclo desenvolvido nas hemacias € o ciclo que acontece no parénquima das
células do figado, que provoca uma série de transformagdes nos hepatécitos
do hospedeiro. As hemolises associadas pela invasao dos merozoitos podem
contribuir para o aumento da atividade da LDH no soro durante as infecgoes
(Miller et al.,2002). Acredita-se, portanto, que a LDH assuma importante papel,
como marcador nas infeccoes de malaria ndo complicadas, haja vista suas
altas concentracdes nos hepatécitos e hemacias (Garba & Ubom, 2005).

Estudos das vias metabdlicas do plasmédio tém conduzido a
identificacdo de enzimas estruturalmente diferentes as do hospedeiro. A lactato

desidrogenase (LDH) do parasito tem sido identificada como diferente da LDH-
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humana tanto em nivel bioquimico quanto em nivel imunolégico. Os
plasmodios necessitam da presenca da LDH para assegurar o metabolismo
dos carboidratos (25 — 50 vezes maior que nos glébulos vermelhos sadios),
considerando que requerem um alto nivel de produgdo energética para uma
rapida multiplicacdo durante o desenvolvimento intraeritrocitario (Deharo et al.,
2000).

Os testes rapidos utilizam o principio da imunocromatografia e
sdo realizados em fitas de nitrocelulose contendo anticorpos monoclonais
contra antigenos especificos do parasito. Sao Uteis para triagem e mesmo
para confirmacao diagnéstica, podendo ser utilizados em situacdes em que ha
dificuldades para o processamento do exame da gota espessa, como em areas
longinquas e de dificil acesso aos servicos de saude (Brasil, 2004).

Segundo recomendagdes da Organizacdo Mundial da Saude, os
testes de diagnédstico rapido imunocromatograficos devem ser tao precisos
quanto os resultados derivados da microscopia executada por um técnico em
condicbes de campo. A sensibilidade deve ser superior a 95% quando
comparada com a microscopia, e a deteccao da parasitemia, em niveis de 100
parasitos/ul (0,002% parasitemia) deve ser detectada confiantemente com uma
sensibilidade de 100%. Informag¢des quantitativas ou semiquantitativas sobre
as densidades parasitarias circulantes no sangue é essencial. Outros critérios
essenciais sugeridos sdo a habilidade para distinguir parasitos viaveis de
produtos de parasito como antigenos ou acidos nucléicos associados com
organismos nao viaveis e também indicar o prognéstico de resultados de

tratamento ou resisténcia a drogas antimaléricas comuns (WHO, 2000).
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Palmer et al. (1998) avaliaram o desempenho do teste OptiMal®
em detectar Plasmodium vivax e Plasmodium falciparum durante uma epidemia
de malaria em Honduras. Os resultados do teste OptiMal® foram comparados
com os resultados obtidos, da mesma amostra, através da gota espessa
corada pelo Giemsa. Dos 202 pacientes suspeitos de apresentarem malaria; 96
(48%) das amostras eram positivas através do exame microscopico e 91 (45%)
eram positivas com o teste OptiMal®. Das laminas positivas através da
microscopia, foram encontradas 82% Plasmodium vivax e 18% de Plasmodium
falciparum. O teste OptiMal® detectou Plasmodium vivax e Plasmodium
falciparum em 81 e 19% de casos positivos, respectivamente. A sensibilidade
global obtida com o teste OptiMal® para Plasmodium falciparum e Plasmodium
vivax nesta série era 94 e 88%, respectivamente, com uma especificidade de
100 e 99%, respectivamente. Amostras encontradas positivas através de
microscopia, porém negativas pelo OptiMal® (3%) tinham menos que 100
parasitos/ul de sangue (0,002% parasitemia).

Palmer et al. (2003) realizaram um estudo multicentrico em seis
hospitais norte americanos, para o diagnéstico da malaria, através do teste
OptiMal® e comparados com a microscopia dptica. O teste OptiMal® identificou
e diferenciou os parasitos da malaria de P. falciparum de nao - P. falciparum
em amostras de sangue de pacientes. Das 216 amostras de pacientes
suspeitos de malaria testados, 43 amostras (20%) era positivo para parasitos
da maléria pela microscopia (32 P. falciparum e 11 nao - P. falciparum)
enquanto 42 (19%) era positivo pelo teste OptiMal® (31 P. falciparum e 11 ndo

— P. falciparum). A sensibilidade do teste OptiMal® foi de 98%, sua
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especificidade era de 100%, com valor preditivo positivo e negativo de 100% e
99%, respectivamente. Os médicos que faziam parte da equipe do hospital e os
diretores de laboratérios informaram independentemente que o teste rapido
OptiMal® foi preciso, facil usar, e bem aceito pelos trabalhadores do
laboratérios de diagnéstico. A conclusado geral foi que a integracdo do teste
rapido OptiMal® na infra-estrutura dos hospitais norte-americanos forneceria
uma ferramenta importante e de facil utilizacao para o diagnostico da malaria.

Um estudo realizado por Penhabel et al. (2005), avaliou o
desempenho do teste de imunocromatografia, OptiMAL-IT® para o diagnéstico
da malaria em uma regido da Amazoénia brasileira sob diferentes condigbes de
armazenamento. O OptiMAL-IT® foi armazenado a trés diferentes temperaturas
(25°C, 30°C e 39°C) para 24, 48 e 72 horas antes de uso. Um total de 141
amostras foram testadas pela gota espessa e pelo teste OptiMAL-IT® , sendo
que 111 foram positiva para malaria (75 P. vivax, 34 P. falciparum e 02 de P.
malariae). O teste OptiMAL-IT® detectou todas as amostras positivas
corretamente, com excecao das duas amostras de P. malariae. Possivelmente
pelo fato que estas amostras mostraram baixa parasitemia, menor que 100
parasitos por microlitro de sangue, que é uma limitacdo do teste. Os resultados
mostram excelente desempenho do teste OptiMAL-IT® sob as diferentes
condicbes avaliadas.

Chayani et al. (2004), compararam a habilidade do teste OptiMal®
e da gota espessa, para o diagnéstico da malaria. Amostras de 232 pacientes
suspeitos de terem malaria foram analisadas. Um total de 122 amostras

(52,5%) era positivo para a gota espessa, enquanto, 118 (50,8%) era positivo
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para o teste OptiMal®. A gota espessa indicou que 21,4% (26 de 122) dos
pacientes eram positivos para o Plasmodium falciparum e 78, 6% (96 de 122)
estavam infetados com plasmodium vivax. O teste OptiMal® mostrou que
21,2% (25 de 118) eram positivos para plasmodium falciparum e 78,8% (93 de
118) estavam infetados com Plasmodium vivax. Este ensaio teve
sensibilidades de 88,4% e 96,8% comparadas respectivamente com a gota
espessa para descoberta de Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax.
Assim o teste OptiMal® pode ser efetivo para a diagnostico rapido da malaria.
Os testes sorologicos utilizados para detectar anticorpos nao sao
aplicados rotineiramente, pois a presenca de anticorpos no soro de pacientes,
nao significa necessariamente presenca da infecgao ativa, tendo em vista que
0s anticorpos podem permanecer algum tempo depois da cura. Por essa razao,
nas areas onde a malaria é endémica ou ja foi, eles sé@o Uteis para medir o grau
de endemicidade da doenca; verificar a presenca ou auséncia de infecgoes
malaricas; delinear as zonas malaricas; detectar as mudancas estacionais de
transmissao; investigar a reintroducdo da malaria nas zonas com programas de
controle; e avaliar as atividades antimalaricas. Nas zonas onde a malaria nao é
endémica, os métodos sorolégicos sao uteis para selecionar doadores de
sangue; elucidar casos clinicos indefinidos; avaliar a terapéutica; diagnosticar
casos febris com exame parasitoldgico negativo; detectar malaria em pessoas
que regressam de zonas endémicas; e detectar individuos com formas latentes
da doencga (principalmente os infectados por P. vivax e P. malariae) (Rey,

2001).
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Entre os inumeros testes sorolégicos, os métodos de
Imunofluorescéncia indireta, hemaglutinacdo, Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA), radioimunoensaio estdo entre os mais usados rotineiramente,
entretanto nenhum deles, até o momento, pode substituir a demonstracao do
parasito no sangue, pois sao limitados pela necessidade de um aparato
complexo, apresentam baixa sensibilidade ou especificidade, e uma inabilidade
para distinguir infeccbes ativas de infecgcbes pregressas. No entanto, podem
ser Uteis em estudos soroepidemiol6gicos, na determinacdo da endemicidade
de uma determinada area ou na identificacdo de um provavel foco da doenca
(Avila & Ferreira, 1996; Rey, 2001; Ferreira, 2004; WHO, 2000; Srinavasan et

al., 2000).

1.5.3. DIAGNOSTICO MOLECULAR

Diferentes métodos tém sido propostos visando alcancar melhor
indice de sensibilidade e especificidade em comparacdo com o da gota
espessa. O Quantitative Buffy Coat (QBC) (Spieman et al, 1988), é uma
técnica em que os parasitos da malaria sdo detectados por meio de um
microscoépio fluorescente em tubos capilares centrifugados contendo laranja de
acridina e um anticoagulante. Constitui um teste especifico e oito vezes mais
sensivel que a gota espessa, apresenta maior reprodutibilidade, e €
considerado um teste rapido, de facil execucao e leitura, e, portanto, uma
técnica recomendada para triagem em banco de sangue. Porém apresenta alto

custo, além da dificuldade de realizagao em areas remotas, pois necessitam de
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um conjunto de aparatos sofisticados essenciais para sua realizacdo. (Rey,
2001; Ferreira, 2004; WHO, 2000).

O método da Polymerase Chain Reaction (PCR) (Barker et al.,
1992), de amplificacdo génica usando oligonucleotidios contendo seqiiéncia
especifica de cada espécie de plasmédio, € uma técnica com alta sensibilidade
e especificidade. A importancia da PCR reside na possibilidade do seu uso em
laboratérios de referéncia para o diagnostico de malaria e na caracterizagao da
area de estudo com avaliagdo da dinamica de transmissdo do parasito.
Entretanto, requer procedimento demorado e condicbes de laboratério e de
equipamentos sofisticados, permanecendo sua utilizagdo em investigacdes
cientificas. A PCR pode detectar um Unico parasito em uma amostra de 20 pl
de sangue, além de diferenciar cepas de cada espécie de plasmodio (Laserson
et al., 1994; WHO, 2000; Igreja et al., 2001; Rey, 2001; Farrell, 2003; Di Santi
et al., 2004).

Kain et al. (1994), estudando o desaparecimento de parasitos de
P. falciparum durante o tratamento encontraram que a PCR permanecia
positiva, em média de 144 h, comparado a 66 h com a microscopia. Os autores
também informaram que se a PCR rendesse resultados positivos durante 5 a 8
dias apés o tratamento, poderia ser indicativo de fracasso terapéutico,
possivelmente devido a resisténcia do parasito a droga. Porém, estudos
posteriores realizados por Srinavasan et al., (2000), detectaram através da
PCR a existéncia de DNA circulante de parasitos ndo-viavéis, apds instituicao

de terapéutica adequada, indicando desse modo, que essa reacao é capaz de
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detectar qualquer fracdo de DNA parasitario, ndo sendo eficaz na avaliagao de
sucesso ou fracasso terapéutico.

Sendo a malaria uma das principais endemias a assolar a regiao
Amazébnica e ter como caracteristica distribuicdo heterogénea, padroes
epidemioldgicos distintos, areas onde o acesso é dificil e as vezes impossivel,
ainda contamos com a deficiéncia de pessoal capacitado para executar o
diagnéstico através da microscopia convencional da gota espessa. Na regiao
existem varias areas onde a infra-estrutura ndo permite a utilizacdo da
microscopia éptica, sendo assim, esse trabalho se propde a avaliar o nivel de
confiabilidade do teste OptiMAL-IT®, no diagndstico da malaria, em areas de
transmissao do estado do Amapa, comparando-os com os resultados obtidos
na gota espessa em procedimento concomitante.

Considerando o acima exposto, pode-se evidenciar que esse
estudo podera contribuir para a demonstracao da aplicabilidade da metodologia
como um instrumento alternativo para o diagnéstico da malaria em areas
remotas ou naquelas onde ha dificuldade de execucdo do método tradicional,
tornando, portanto, o diagnostico agil e eficaz para a identificacao dos casos e

orientagao dos respectivos tratamentos.
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo Geral

< Avaliar o nivel de concordancia entre o teste imunocromatografico
OptiMAL-IT® e a gota espessa (GE) na rotina do diagnéstico da malaria

no Municipio de Mazagao.

1.6.2 Objetivos especificos
< Determinar a sensibilidade e especificidade do teste OptiMAL-IT®
comparando-0 com a gota espessa;
% Avaliar o impacto da nova metodologia na rotina da rede de laboratérios;
% Avaliar as limitagbes do teste OptiMAL-IT®  frente as baixas
parasitemias, infeccdes mistas e infeccbes com deteccdo apenas de

gametdécitos pela gota espessa.



42

2 MATERIAL E METODOS
2.1 TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo descritivo do tipo transversal para avaliar
o método imunocromatografico (Medeiros & Ferraz, 1998) que consistiu da
avaliacao dos resultados do diagnéstico laboratorial da malaria, realizado no
laboratério da Unidade de Saude do Municipio de Mazagao — AP, durante o
periodo de dezembro de 2005 a junho de 2006.

As laminas examinadas pelo laboratério da Unidade de Saude
foram encaminhadas para o LACEN-AP (Laboratério Central de Saude Publica)

para a realizagao do controle de qualidade das mesmas.

2.2 AREA DE ESTUDO

O Municipio de Mazagao encontra-se a 36 Km da capital ao sul
do Estado do Amapa, com uma area de aproximadamente 1.313 km e uma
populacdo, segundo o IBGE (2000), estimada em 11.989 habitantes. Com
relacdo aos aspectos geograficos do municipio, se destaca a contribuicao das
bacias hidrograficas dos rios Jari, Cajari, Tambaqui, Ariramba, Ajuruxi, Maraca-
Pucu, Mazagao, Rio Preto e Vila Nova. O relevo é constituido pela Serra do
Iratapuru e pelas planicies e areas de igap6. A vegetacao caracteriza-se por
matas densas, arbustos e campos alagados (Figura 8).

A maioria dos habitantes ndo é beneficiada pelo sistema de
abastecimento de agua tratada e a coleta de lixo domiciliar é bastante precaria,
o que tem contribuido para a disseminacao de doencgas no local. A populacao

dispbe de servicos de energia elétrica durante 24 horas.
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A comunidade conta com atendimento do servico publico do
estado, através da Unidade Hospitalar Estadual de Saude e com o apoio da
Prefeitura municipal, que é responsavel pelo funcionamento de seis (06)

equipes do Programa Saude da Familia, PSF (AMAPA.NET, 2007).
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Figura 8: Localizagdo do Municipio de Mazagéo - AP - Brasil. (Fonte:

http://pt.wikipedia.org/wiki/Mazag%C3%A30 (Amap%C3%A1))

2.3 CASUISTICA

Os 413 individuos incluidos no estudo foram selecionados por
demanda espontanea e atendidos na Unidade Mista de Saude de Mazagao.
Em cada um dos pacientes foi realizado o teste OptiMAL-IT® e confeccionadas

duas laminas de gota espessa, sendo que uma lamina foi lida no local da coleta
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e a outra destinada ao LACEN para controle de qualidade. Utilizaram-se como
critérios de inclusdo a demanda espontanea. A idade variou de 8 a 60 anos,
individuos de ambos os sexos, residentes no municipio de Mazagao e com
sinais e sintomas de malaria ndo grave. Foram excluidos, aqueles que nao
aceitaram participar do estudo ou nado assinaram o termo de consentimento

livre e esclarecido (Anexo I).

2.4 AMOSTRA
241 Amostras Para o Diagnostico da Malaria e Determinacao da
Parasitemia
Foram coletados gotas de sangue com volume aproximado de 20
uL extraidas com lancetas descartaveis, através de puncao da polpa digital dos
participantes do estudo, e aplicados em Iaminas de vidro para a confeccao da

gota espessa.

2.5 METODO LABORATORIAL
2.5.1 Diagnéstico Parasitologico da Malaria e Quantificacao da
Parasitemia

O diagnéstico parasitoldégico da malaria € definido pela presenca
de formas eritrociticas do parasito no sangue periférico. Neste estudo foi
utilizada a técnica da gota espessa, que consistiu na coleta de uma gota de
sangue por puncao digital. O sangue coletado foi desemoglobinizado,
utilizando-se corantes vitais, azul de metileno e o Giemsa, segundo a técnica

de Walker (OPAS/OMS, 1975).
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A leitura foi feita por meio da microscopia Optica, com o aumento
de 100X com a objetiva de imersdo e examinando-se 100 campos
microscoépicos. Considerou-se negativa quando, ao examinar, no minimo 200
campos da gota espessa, ndao se visualizou formas assexuadas do agente
etiologico. A margem de erro admissivel no momento da revisdo das laminas
pela Organizagdo Pan-Americana da Saude é o encontro de no maximo trés
parasitos em uma lamina diagnosticada como negativa, uma vez que pacientes
febris em decorréncia da infec¢ao malarica apresentam na maioria das vezes

parasitos em abundancia (BRASIL, 2004; OPAS, 1975; 1988).

2.6 DIAGNOSTICO DE MALARIA COM O TESTE OPTIMAL-IT®

As amostras de sangue total foram testadas com o OptiMAL-IT®,
que utiliza uma fita de nitrocelulose coberta com anticorpos monoclonais contra
a enzima pLDH (lactato desidrogenase do plasmddio). Essa enzima € um
metabdlico produzido ativamente por todas as espécies de parasito da malaria
humana durante o seu ciclo nas heméacias. O OptiMAL-IT® mede a atividade
enzimatica do parasito, indicando apenas a presenca dos que estao viaveis. O
principio do ensaio € que a enzima pLDH tem caracteristicas bioquimicas
diferentes da LDH humana, podendo ser entdo medidas distintamente usando
um ensaio colorimétrico por detec¢ao de anticorpos.

Esse teste permite a rapida deteccdo dessas proteinas dos
plasmodios em virtude de serem produzidas apenas por parasitos vivos, logo

seus niveis acompanham a parasitemia periférica funcionando como um bom
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indicador de infeccao. Vale ressaltar que o teste utiliza anticorpos monoclonais
contra a pLDH n&o ocorrendo reagéo cruzada com a LDH humana.

O resultado permite a identificacdo do P. falciparum, mas nao das
demais espécies (P. vivax, P. malariae e P. ovale), além disso, detecta a pLDH
a partir 100 a 200 parasitos/ul, e normalmente torna-se negativo 4 a 5 dias
apds um tratamento eficaz. Pode ser (til na determinagéo de sucesso ou falha
terapéutica, sendo utilizado no controle de cura. O desempenho do teste varia
de acordo com o nivel de parasitemia, sendo de forma geral a sensibilidade
superior a 90%, com especificidade préxima a 100%.

O principio do teste Imunocromatografico consiste na migracao de
um liquido através da superficie de uma membrana de nitrocelulose. Trés
anticorpos monoclonais sdo usados no OptiMAL-IT® (Flow Inc., Portland,
Oreg.), dois deles sdo panespecificos (6C9 e 19G7) e reconhecem todas as
quatro espécies de plasmédio humano. O terceiro é especifico (17E4), somente
para a LDH do Plasmddio falciparum. O anticorpo panspecifico 6C9 é
conjugado a particula de ouro (indicador) e é usado para capturar toda a pLDH
antigeno malarica presente na amostra de sangue e é capturada . Os outros
dois anticorpos monoclonais (19G7 e 17E4) agem como um ponto de captura
fixos no Dipstick imunocromatografico. O 19G7 é um anticorpo panespecifico
para captura do antigeno das quatro espécies. O complexo ouro conjugado
antigeno /anticorpo forma uma linha vermelha a faixa de captura. A presenca
de anticorpo de cabra monoclonal de captura na linha do controle indica um

teste favoravel (Figura 9) (Moody, 2002).
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Figura 9- Representacdo Esquematica do Teste OptiMAL-IT®. (Fonte:
DIAMED).

O teste rapido baseia-se na determinacdo da desidrogenase
lactica (OptiMal®) do P.falciparum e do nao-P. falciparum, com 0s seguintes
procedimentos: a) Depositou-se uma gota da solugédo tampao, no primeiro poco
marcado de vermelho (20 uL de solugcao tampao) e quatro gotas (80 pL de
solucao tampao) no segundo poco; b) Seguidamente realizou-se uma puncao
digital e se obteve uma amostra de sangue (aproximadamente entre 10 e 20
uL) com a ajuda de uma micropipeta descartavel; ¢c) Colocou-se a amostra no
primeiro poco com a gota da solucdo tampdo e homogeneizou-se por um
minuto; d) Emergiu-se a fita de nitrocelulose no primeiro po¢co por 10 minutos;
e) Depois de 10 minutos transferiu-se a tira reativa para o segundo po¢o que
continha a solucdo tamp&o, onde permaneceu por mais 10 minutos. Em

seguida, realizou-se a leitura e a interpretacao do teste.

2.6.1 Leitura do resultado do teste OptiMAL-IT®
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A tira reativa utilizada contém zonas de reacdo com diferentes
anticorpos. O primeiro € um anticorpo monospecifico que reconhece somente a
enzima desidrogenase lactica do P. falciparum e fica localizado na zona inferior
terminal da tira. O segundo anticorpo é panspecifico e estd localizado
imediatamente acima do anterior e reconhece a enzima desidrogenase lactica
do nao-P. falciparum. Uma terceira zona de reagao estd localizada na zona
superior da tira e contem anticorpos que capturam o excesso de conjugado,
servindo como controle para o ensaio.

As interpretacbes dos testes foram realizadas de acordo com o
protocolo estabelecido: A) Positivo para P. falciparum: presenca de uma linha
na zona do anticorpo especifico para P. falciparum, outra linha na zona controle
e outra na zona do anticorpo panspecifico; B) Positivo para nao - P. falciparum:
presenga de uma linha na zona controle e uma linha na zona do anticorpo
panspecifico; C) Negativo: Presenga somente da linha controle no inicio da fita

(Figura 10).

P. vivax
P. malariae
P. ovale

NegatiVD ‘ F|’ falciparum

— e Controle

- *_Ac Fanespecifico (19057)

W — A Especifico P. faicjparum (17E4)

Figura 10 - Possiveis Resultados do Teste OptiMAL-IT® (Fonte: Piper et. al.

1999.)
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2.7 ASPECTOS ETICOS

Os pacientes candidatos ao presente estudo, manifestaram por
escrito a sua concordancia em participar da pesquisa, exigéncia para que
fossem incluidos.

O estudo foi desenvolvido com material biolégico coletado para as
pesquisas vinculadas ao Projeto da Rede Amazbnica da Vigilancia da
Resisténcia As Drogas Antimalaricas (RAVREDA), aprovado pelo Conselho de
Etica em Pesquisa do Instituto Evandro Chagas.

Os pacientes incluidos tiveram seus resultados confirmados por
dois meétodos distintos além de receberem tratamento imediato e seus
respectivos controles, implicando em menores possibilidades de evolugao para

Casos graves.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

As informagbes foram armazenadas em banco de dados
Microsoft® Access 2000, e foi utilizado o programa BioEstat 4.0 (Ayres et al.,
2005) para as andlises estatisticas dos resultados obtidos.

Para estimar o desempenho do teste foram considerados os
valores da sensibilidade, da especificidade, o valor preditivo positivo (VPP) e o
valor preditivo negativo (VPN).

Os parametros foram determinados pelo Crivo teste ou Screenig
teste foi aplicado nas tabelas de contingéncia, para serem encontrados os
valores da sensibilidade, da especificidade, VPP e VPN. Os resultados gerados

pela gota espessa foram considerados como o padrao ouro.
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Os resultados foram fundamentados em quatro interpretagoes:
Verdadeiro-positivo, quando positivo € confirmado pelo teste ouro (Gota
Espessa); Falso-positivo se o teste revelou positividade na auséncia da
confirmacao do teste ouro; Verdadeiro-negativo, ao excluir a possibilidade da
doenca em individuo que realmente nao a possui, logo concordando com o
resultado negativo do teste ouro; Falso-negativo, quando nao detecta a doenca
nos casos positivos.

Os resultado encontrados pelo método de diagndstico TDR-
OptiMAL-IT® foram comparados com os resultados obtidos pela gota espessa e
interpretados segundo os arranjos de uma tabela de contingéncia de 2 x 2,
conforme esquematizado no quadro 1.

Para estimar a sensibilidade evidenciamos o numero de testes
(OptiMAL-IT®) positivos que foram confirmados pelo teste ouro (GE) que
realmente apresentem a doenca, com a demonstracdo do agente etioldgico
(Diagnéstico Parasitolégico), VP(a) sobre o numero total de testes positivos. Ou

seja: Sensibilidade = a / a+c ou VP / VP+FN.

Quadro 1. Interpretacdes possiveis para os resultados do teste em avaliagao.

GOTA ESPESSA
(+) ()
) VP(a) FP(b)
OptiMAL-IT® ) FN(c) VN(d)

Legenda: VP = Verdadeiro-positivo; VN = Verdadeiro-negativo; FP = Falso-
positivo;  FN = Falso-negativo.
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Conforme Sabbatini (1995), Define-se especificidade como a
proporcao de testes (OptiMAL-IT®) negativos confirmados pelo teste ouro (GE),
ou seja os verdadeiros-negativos, VN(d) sobre o numero total de testes
negativos. Ou seja: Especificidade = d / b+d ou VN / VN+FP.

Distinguem-se dois outros parametros importantes nessa
avaliacado. O Valor Preditivo Positivo (VPP), que se referem a probabilidade dos
individuos terem a doenca, ja que o teste é positivo, e o Valor Preditivo
Negativo (VPN) refere-se a probabilidade dos individuos ndo terem a doenca,
visto que o resultado do teste foi negativo.

O VPP pode ser expresso pela relacao entre os testes (OptiMAL-
IT®) positivos que realmente foram confirmados pela GE sobre o total de todos
os testes positivos. Ou seja: VPP =a/a+b ou VP / VP + FP.

O VPN sera o nimero de testes (OptiMAL-IT®) positivo, mas que
nao foram confirmados pela (GE) sobre o total de testes negativos. Ou seja:
VPN=d/c+douVN/VN + FN.

Quanto a precisdo do teste, esta foi estimada pela acuréacia, ou
seja, a frequéncia com que o (OptiMAL-IT®) acerta o resultado em

concordancia com a GE (Sabbatini, 1995).
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3. RESULTADOS
3.1 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DE MAZAGAO
O numero de casos de maldria registrados no municipio de
Mazagao nos anos de 2005 e 2006 esta ilustrado na Tabela 1. Evidenciou-se
que apesar da significativa redu¢cao no nimero absoluto de casos de maléria
nesse periodo, 0 municipio continua apresentando indices malariométricos que
refletem elevados riscos de transmissé&o, tais como IPA = 424,7/1000 hab. e
IFA= 31,6% em 2005 e IPA= 191,8/1000 hab. e IFA= 23,1% em 2006.
Considerando o relatério epidemiolégico da maléaria para o Estado
do Amapa referente ao biénio 2005/2006, reportado pelo SIVEP-Maléria,
evidencia-se que a contribuicao do municipio de Mazagao para o total de casos

do Estado é de 24,6% e 11% respectivamente nos anos 2005 e 2006.

Tabela 1 - NUumero de casos notificados de malaria no municipio de Mazagao —
AP. e sua distribuicao por espécie, no periodo de dezembro de 2005 a junho de

2006.

Total

Anos Populacao IPA IFA Pf* Pv* Pm*  Positivos

2005 13.235 424,7 31,6 1.730 3.872 19 5.621

2006 13.912 191,8 23,1 598 2.045 25 2.668

Fonte: SIVEP-MAL, 2007

IPA: indice Parasitario Anual
IFA: Indice de Falciparum Anual
* Pf: P.falciparum; Pv: P.vivax; Pm: P.malariae
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A distribuicdo espacial dos casos suspeitos de malaria no
municipio de Mazagao segundo observacdes da demanda espontanea na
Unidade Mista de Saulde, reporta 413 atendimentos para pesquisa de
plasmodio que estratificados por area de procedéncia registram-se 292 (70,7%)
de origem rural e 121 (29,3%) da area urbana. Tabela 2.

Esse quadro sugere que a busca pelo diagnéstico na sede do
municipio é decorrente de uma deficiéncia na rede de diagnéstico do municipio
quer pela ma qualidade, quer pela auséncia deste servico em funcado da
dificuldade de acesso a essas areas ou pela total auséncia de infra-estrutura

nas mesmas.

Tabela 2 - Distribuicdo dos casos suspeitos de malaria, nas areas urbana e

rural do municipio de Mazagao -AP, dezembro de 2005 a junho de 2006.

AREA NUMERO ABSOLUTO PERCENTUAL
URBANA 121 29,3%
RURAL 292 70,7%
TOTAL 413 100%

Fonte: Unidade Mista de Salude de Mazagao.

As Tabelas 3 e 4 consolidam informacdes relativas a eficacia do

diagnéstico quando avaliadas em fungdo do tempo decorrido entre o inicio
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efetivo do tratamento e a coleta da amostra de sangue para o diagnéstico, bem
como do inicio dos primeiros sintomas da doenca, respectivamente.

Com relacdo ao tempo de coleta, o diagnéstico e o inicio do
tratamento estdo acontecendo em torno das primeiras 24 horas e alcangando
uma eficacia de 98,97% e 99,24% no periodo. Entretanto, quando se considera
diagnéstico e tratamento em relacdo ao inicio dos primeiros sintomas a
resolucao para diagnéstico e tratamento fica em 28,1% e 21,68% para um
periodo menor ou igual a 24 horas; 14,44% e 11,87% entre 25 e 48 horas e
além de 49 horas, 21,24% e 13,95%, respectivamente, para os anos de 2005 e
2006 com elevada proporcao de situagdes nao informadas, registrando-se
36,31% e 52,5% nos respectivos anos, fato que demonstra uma elevada
fragilidade no servico de diagnéstico e tratamento na rede de servicos do

municipio.

Tabela 3 - Avaliacdo da eficacia do diagnéstico em fungdo do tempo entre o
inicio do tratamento e ap6s a coleta da amostra, no municipio de Mazagao,

dezembro de 2005 a junho de 2006.

TEMPO EM HORAS

ANOS EXAMES <24 25 A48 249 NAO

REALIZADOS INFORMADO
2005 3.870 98,97 0,28 0,75 00
2006 1.979 99,24 0,10 0,66 00

Fonte: SIVEP-Malaria (20/11/2007)
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Tabela 4 - Avaliacdo da eficacia do diagnéstico em fungdo do tempo entre o
inicio do tratamento e o inicio dos primeiros sintomas, no municipio de

Mazagéao, dezembro de 2005 a junho de 2006.

TEMPO EM HORAS

ANOS EXAMES NAO

REALIZADOS 24 25 A48 249 INFORMADO

2005 3.870 28,01 14,44 21,24 36,31

2006 1.979 21,68 11,87 13,95 52,5

Fonte: SIVEP-Malaria, 2007

3.2 CARACTERISTICAS DA REDE DE DIAGNOSTICO DO MUNICIPIO DE
MAZAGAO

Atualmente existem 17 wunidades ou laboratérios locais
notificantes para a malaria em todo o municipio de Mazagao, objetivando
atender as 324 localidades existentes no mesmo. (SIVEP-SVS/MS, 2007).
Nesses laboratérios locais, o diagnostico da malaria é realizado através da gota
espessa, onde 100% das laminas positivas e 10% das laminas negativas sédo
enviadas para os laboratorios de revisdo, considerados referéncia para o
diagnéstico da endemia e que executam o controle de qualidade desses
exames microscopicos.

No estado do Amapa existem dois laboratérios de revisdo, um no
municipio de Santana e outro no municipio de Porto Grande. As laminas de GE

dos laboratérios locais de Mazagao sado enviadas para o Laboratério de
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Revisdao de Santana, onde apds a revisdo, sdo encaminhadas para o
Laboratério Central (LACEN), em Macapd, para a realizacdo do controle de
qualidade do diagnéstico (SIVEP/SVS/MS, 2007).

No que diz respeito a saude, a populacdo urbana de Mazagao
conta com atendimento do servico publico do Estado e com o apoio da
Prefeitura Municipal, a Unidade Mista de Saude é a Unica unidade notificante
da sede do municipio, embora esse posto de notificacdo funcione em

condicOes precarias.

3.3. CONCORDANCIA DO TESTE OPTIMAL-IT® FRENTE A GOTA ESPESSA

Com relacdo a concordancia nos diagnosticos entre o teste
OPTIMAL-IT® e a Gota Espessa, a Tabela 5 evidencia que das 413 amostras
analisadas, o Optimal e a Gota Espessa concordaram para o P. vivax em 225
amostras, para o P. falciparum em 85 amostras e em 96 resultados negativos,
determinando uma sensibilidade global do teste de 98,1%, uma sensibilidade
para o P. falciparum de 97,7% e para o nao - P.falciparum de 98,2%. Nas
amostras analisadas nado foram detectadas infeccbes mistas, assim como,
infeccdes somente de gametdcitos.

Podemos observar na Tabela 6, que quando estratificamos a
parasitemia, a sensibilidade do teste OPTIMAL-IT® reduz em nivel de 75% para
P. vivax e P. falciparum na presenga de baixas parasitemias (< 50/mm?®),
elevando sua concordancia a medida que a parasitemia atinge niveis a partir

de 100 parasitos/mm?®
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Tabela 5 - Avaliagdo da concordancia entre o TDR-OptiMAL-IT® e a Gota

Espessa, no diagnéstico da malaria no municipio de Mazagao- AP- Brasil,
Dezembro de 2005 a junho de 2006.

GOTA ESPESSA
P. falciparum  P. vivax Negativo  TOTAL
(o) P. falciparum 86 00 00 86
P
T .
P. vivax 00 225 00 225
|
M
A Negativo 02 04 96 102
L
TOTAL 88 229 96 413
SPf=97,7% SPv=982% S gopa=98,1%
E Pf = 100% E Pv=100%

Fonte: Primaria , 2007
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Tabela 6 - Avaliagdo da sensibilidade do TDR-OptiMAL-IT® no diagnéstico da
malaria, frente a estratificacdo por densidade parasitaria, no Municipio de

Mazagéao, dezembro de 2005 a junho de 2006.

Parasitemia GE OptiMAL-IT® Sensibilidade
mm? Espécies Positiva Positivo Negativo %
<50 P. vivax 12 09 03 75%

P. falciparum 08 06 02 75%

50 -100 P. vivax 02 01 01 50%

P. falciparum 02 02 00 100%

101 — 200 P. vivax 01 01 00 100%
P. falciparum 00 00 00 00

201 -500 P. vivax 11 11 00 100%

P. falciparum 11 11 00 100%

501 — 1000 P. vivax 34 34 00 100%

P. falciparum 10 10 00 100%

> 1000 P. vivax 169 169 00 100%

P. falciparum 57 57 00 100%

Fonte: Primaria, 2007 GE = gota espessa



59

4- DISCUSSAO

No Brasil, a regiao Amazdnica concorre com mais de 99,5% dos
casos de malaria (Brasil, 2007). O diagndéstico precoce e tratamento oportuno
dos casos é a atual e principal estratégia recomendada pela OMS frente ao
controle da doenca. O método de referéncia para o diagnéstico parasitologico
da malaria é o da gota espessa. Apesar de apresentar inquestionavel
vantagem para o diagnéstico da doenca e ser considerado como padrao ouro,
0 exame da gota espessa pode apresentar uma série de fatores que podem
interferir nos resultados obtidos, entre eles, a competéncia técnica no preparo
da lamina, seu manuseio e coloracdo, qualidade oética e iluminacao do
microscépio, competéncia e cuidado por parte do microscopista e grau de
parasitemia.

Considerando-se esses fatores, realizar o diagndstico da malaria
torna-se dificil em muitos locais, seja pela precariedade dos servigcos de saude,
seja pela dificuldade de acesso da populagao aos centros de diagnéstico. Por
esta razdo, nos ultimos 15 anos, métodos rapidos, praticos e sensiveis vém
sendo desenvolvidos a fim de amenizar esses problemas. Sao alternativas
eficazes para o diagnéstico microscépico tradicional da malaria que podem ser
utiizados em areas de dificil acesso ou onde ndo héa disponibilidade para
realizacao da gota espessa.

Os testes de diagnostico rapido para malaria funcionam como
ferramentas alternativas para o diagnostico da doengca e assim aumentam as
chances de um diagndéstico precoce acompanhado de um tratamento mais

rapido e adequado, interrompendo a transmissdo da doenca na area e
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diminuindo os niveis de morbi-mortalidade, dai a proposicao para este estudo,
uma vez que faltam dados na literatura acerca do comportamento destes testes

no Estado do Amapa.

4.1. FATORES ASSOCIADOS A EPIDEMIOLOGIA DA MALARIA

Contribuindo para ratificar a falta de wuma vigilancia
epidemiolégica eficaz, observamos que a intensidade da transmissdo, apesar
do numero absoluto de casos ndo ser o0 maior da regido Amazédnica, é elevada
em grande area do Estado, onde o risco de adoecer ou morrer por malaria
segundo a classificagao do IPA, passou de 41,2/1000 habitantes em 2005 para
40,4/1000 habitantes em 2006. Segundo a classificacdo deste indicador
malariométrico, o Amapa apresenta 50% dos seus municipios com elevado
risco de transmissdo (IPA > 50/1000 habitantes), 12,5% com moderado risco
(IPA entre 49 a 20/1000 habitantes) e 37,5% com baixo risco (IPA abaixo de
20/1000 habitantes) (SIVEP-MAL, 2007).

A contribuicdo do Estado em fungcdo do agente etiolégico neste
periodo mostra que a espécie prevalente foi o P. vivax, com 16.073 casos em
2005 e 17.770 casos em 2006. A situacdo com relacdo a malaria por P.
falciparum, no entanto, ndo esta menos preocupante com um pequeno
decréscimo nas notificacbes de 6.385 para 5.860 casos em 2005 e 2006
respectivamente. Apesar de se ter uma predominancia do P. vivax, podemos
observar que a malaria por P. falciparum continua sendo um problema, pois o
IFA (Indice de Falciparum Anual) que mede o risco de se contrair malaria por P.

falciparum, passou de 28,9/1000 habitantes em 2005 para 25,4/1000
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habitantes em 2006 se mantendo num patamar elevado com 6.385 e 5.860
casos registrados em 2005 e 2006. O fato desta espécie de plasmodio estar
elevada sinaliza a fragilidade na qualidade do diagnostico no Estado, apesar da
ampliagdo da rede com a implantacao do PIACM. A oferta de gametdcitos de
P. falciparum que comega por volta do 5° dia de doenca, provavelmente esta
intensa nestas areas, o que justifica 0 aumento deste indice malariométrico.

Na Amazénia, a maior parte dos casos de malaria € devida ao P.
vivax, no entanto, apesar de haver uma redugao geral no numero de casos na
regido, é preocupante o incremento do percentual de casos de malaria por P.
falciparum, o que favorece a ocorréncia da doenga nas suas formas graves e
aumento da possibilidade de ébitos. No periodo de 1999 a 2004, a proporcao
de malaria por P. falciparum aumentou 27,4%, sendo 0s principais
responsaveis por esta situacdo o Amapa (272,6%), Maranhao (112,3%),
Rondb6nia (22,5%), Para (19,2%) e Amazonas (11,5%) (Brasil, 2005).

Um estudo realizado por Snow et al (2005), motivado pela
necessidade de definir as populacdes de risco para malaria, mostrou que ela
esta restrita as populacbes pobres e que reunam condicbes climaticas
apropriadas para sua manutengao. Eles usaram uma combina¢cdo de dados
epidemiolégicos, geograficos e demograficos e mapearam os casos de P.
falciparum no mundo, detectando que em 2002 foram registrados 515 milhdes
de episddios de P. falciparum, significando 50% a mais do que o estimado pela
OMS e 200% a mais para as areas fora da Africa, refletindo a intensidade da

subnotificacdo dos casos e as falhas na vigilancia epidemiolégica nestas areas.
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Na regido Amazbnica a predominancia é do P. vivax com cerca de 75% dos
casos em toda regido contra 25% dos episédios de P.falciparum (Brasil, 2005).

Os individuos sdo contaminados tanto na area rural quanto na
area urbana e sdo predominantemente adultos do sexo masculino. Isto esta de
acordo com estudos realizados na regido Amazébnica, onde o grande
percentual de trabalhadores nos garimpos estd concentrado no sexo
masculino, apesar das mulheres ja terem uma participacdo efetiva no
desenvolvimento de atividades como cozinheira e comerciantes nestas areas

(Couto et al., 1993; 1995; 2001).

4.2- FATORES ASSOCIADOS AO DIAGNOSTICO

O tempo para procura do diagnéstico precoce e correto € um
indicador da precariedade da educacdao em saude nas areas malarigenas do
Estado e esta situacao nao é diferente em Mazagao. Um percentual de 28%,
14,4% e 21,2% e procuraram o diagnéstico no 12 dia, entre o 2° e 3° dias, a
partir do 42 dia no ano de 2005 além do percentual de 36,3% de casos nao
informados. Da mesma forma em 2006, 21,6% procurou 0 exame para
realizagdo do diagnéstico no 1° dia; 11,8% no 2° e no 3° dias; 13,9%
tardiamente a partir do 4° dia, além do elevado percentual de casos nao
informados em 52,5%, o que tem sido decisivo para a manutencdo da
transmissao e gravidade da doenca.

Quando analisamos o tempo de tratamento apds a realizacdo da
hemoscopia temos que em 2005 e 2006, 98,9% e 99,2%, o fizeram dentro das

primeiras 24 h respectivamente.
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Avaliando os Estados do Amazonas, Para e Rond6nia no SIVEP-
Malaria, (2007), observamos que 31,4%, 39,2% e 45,8% procuraram o0
diagnostico nas primeiras 24 h ap6s inicio dos sintomas e 89,4%, 97,7% e
91,1% dos pacientes procuram o tratamento a partir de 24 h do resultado do
exame respectivamente.

Quando observamos os dados da regido Amazbnica como um
todo, verificamos que o tempo de procura do diagndstico apds inicio dos
sintomas nas primeiras 24 h é de 39,9%, entre 25 a 48 h de 16,3% , mais de 49
h é de 33,6% e um percentual de 10% de casos nao informados. Com relacao
ao tratamento apds o resultado diagnéstico na regiao malarigena, temos que
93,9% o realizam nas primeiras 24 h; 0,15% entre 25 e 48 h; 1,04% apés 49 h
e um percentual de 4,8 % de casos ndo informados. Estes resultados estao de
acordo com o que ocorre em Mazagéo.

Podemos apontar varios fatores que justificam os baixos
percentuais de busca de diagnéstico nas primeiras 24 h, como as areas de
dificil acesso, a insuficiéncia na estrutura dos servicos locais de saude, a falta
de infraestrutura nos laboratérios da rede e de recursos humanos devidamente
capacitados no diagnoéstico da malaria, o baixo controle de qualidade do
diagnéstico laboratorial, a falta de métodos diagnésticos rapidos para areas de
dificil acesso.

Observamos, no entanto que o tratamento apds o diagnéstico
ocorre em niveis bastante satisfatorios na regiao Amazénica, uma vez que o

medicamento é dispensado no momento em que O paciente busca seu
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resultado de exame que na grande maioria das localidaes é realizado em

pouco tempo, dando oportunidae ao paciente de aguarda-lo.

4.3- FATORES ASSOCIADOS A RESOLUCAO DOS METODOS

Funcionando como ferramenta alternativa eficaz, os testes
imunocromatograficos aumentam as chances nas regides de dificil acesso e
aonde nao existe infraestrutura adequada para realizacdo do diagndstico
precoce da malaria, recomendacao esta preconizada pela OMS e Ministério da
Saude, como uma das ferramentas principais no controle da endemia em areas
endémicas.

Nossos resultados evidenciaram que das 413 amostras
analisadas, obtivemos uma sensibilidade global do teste de 98,1%, assim como
para a malaria por P.falciparum a sensibilidade foi de 97,7% e para a malaria
por P. vivax de 98,2%, estes resultados estao de acordo com os de Ferro et al.
(2002), que avaliaram o desempenho do teste OptiMal® para o diagnéstico da
malaria em um Centro de Referencia da Col6émbia, onde num total de 192
amostras coletadas obtiveram resultados confirmados pela gota espessa
Foram divididos dois grupos de amostras | e Il, sendo que 112 faziam parte do
grupo | (individuos positivos para P. falciparum, P. vivax ou negativos) e 80 no
grupo Il (que tinham seus diagndsticos realizados no Centro de Refréncia para
Malaria). A Sensibilidade global encontrada pelo OptiMal® para ambos os
grupos de pacientes foi de 96.9%. Também encontraram elevada sensibilidade

para o P. vivax (98.1%) e para o P. falciparum (94.9%).



65

Um outro estudo realizado por Lim & Kim (2001), também
encontraram resultados bastante consistentes, onde a sensibilidade e
especificidade do teste OptiMal® foi de 100% e os resultados estavam 100%
em concordancia com a microscopia da laminas de gota espessa. Assim, 0
ensaio da pLDH pode ser usado como uma alternativa para a microscopia
convencional em areas onde P. vivax e P. falciparum co-existem e ap6iam sua
implementacdo onde o diagnéstico através microscopia € indisponivel e em
circunstancias que excedem a capacidade da facilidade do diagnédstico
microscépico local. O valor preditivo positivo, negativo e especificidade
encontrados neste estudo foram de 100%, 94,12% e 100%, respectivamente.

lgbal et al. (2003), avaliando a performance do teste OptiMAL® no
Paquistao, em 930 pacientes suspeitos de malaria em dois centros, encontrou
sensibilidade variando de: 78 a 85%, Valor Preditivo Positivo de 89-97% e
Valor Preditivo Negativo de 96 a 98% para o P. falciparum resultados inferiores
foram encontrados para o P. vivax, como sensibilidade de 61-76%, Valor
Preditivo Positivo de 88-95% e Valor Preditivo Negativo de 90-93%.

Grobusch et al. (2003), também detectaram especificidade de
100% para o teste OptiMAL® em turistas que retornavam de areas endémicas
para Berlim, demonstrando a importdncia também nestas situacdes de se
dispor de um teste rapido para diagnéstico e tratamento precoces.

Nossos resultados mostraram seis casos de falso-negativos com
o teste OptiMAL-IT®, quatro que apresentaram uma parasitemia menor que 50
parasitos/mm® (sendo 02 P. vivax e 02 P. falciparum). Vale ressaltar que dois

desses pacientes falso-negativos, tinham parasitemias variando entre 51-200
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parasitos/mm°. A sensibilidade do teste OptiMAL-IT® foi menor nos casos onde
a parasitemia variou entre 50 e 100 parasitos/mm°. Esses dados estdo
concordando com estudos realizados por Igbal et al. (2002), que avaliaram o
desempenho de dois testes (ICT Pf/Pv Malaria e o OptiMal®) em relagéo a Gota
espessa em 750 pacientes sintomaticos no Kuwait. Ambos os testes tiveram
um alto grau de especificidade (>98%) para descoberta de infeccao de malaria,
porém menos sensiveis que a microscopia. Dos 271 pacientes (11% com P.
falciparum e 37% com P. vivax) o teste OptiMal® nao detectou infecgdo em 41
(15%) de 271 pacientes de malaria (7% de pacientes com P. falciparum e 13%
de pacientes com P. vivax). A sensibilidade dos testes ICT Pf/Pv Malaria e
OptiMal® diminuiram significativamente a 23 e 44%, respectivamente, quando
as densidades parasitaria eram menores que 500/pul.

Também Khan et al. (2004) avaliaram o desempenho do OptiMal®
comparando sua sensibilidade e especificidade com a da microscopia em gota
espessa de 215 amostras de pacientes atendidos no Hospital Militar de
Rawalpindi, no Paquistao. O teste OptiMal® apresentou sensibilidades de 95%
e 94.5% para P. Vivax e P. falciparum, respectivamente, quando comparado
com a microscopia em gota espessa. A especificidade para ambas as espécies
foi de 100%. O OptiMal® ndo detectou duas amostras de P. falciparum, as
quais, tiveram densidade parasitarias abaixo de 100 parasitos/ul.

Nenhum resultado falso-positivo foi encontrado com o teste
OptiMAL-IT® em nossos resultados diferentemente do que ocorreu com 0s
autores Pattanasin et al. (2003), que detectaram 17 (8%) casos de falso-

positivo pelo OptiMAL-IT® para o P. falciparum (10 eram positivos para o P.
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vivax e 7 eram negativos pela microscopia) em uma amostra de 271 pacientes
na Tailandia. Assim como, Chayani et al. (2004), que detectaram dois (0.86%)
casos de P. falciparum através do OptiMAL® e que n&o foram positivos na gota
espessa e trés casos de P. falciparum detectados na microscopia que também
nao foram detectados pelo teste rapido no estudo de 232 pacientes, na india, e
também, Igbal et al. (2003), que ao avaliarem a performance do teste OptiMAL®
no Paquistdo, em 930 pacientes suspeitos de malaria em dois centros

diferentes encontraram 18 (2%) casos de falso-positivo.
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5- CONCLUSOES

As observagdes realizadas no presente estudo permitiram uma
consideravel avaliagdo sobre a necessidade de utilizacdo de testes de
diagnéstico de rapida resolucao e elevada especificidade, o que vem de acordo
com as metas propostas pelo Ministério da Saude para as areas malarigenas
do pais de dificil acesso.

O estudo revela a evolugdo das técnicas de diagndstico, através
da aplicagdo de métodos imunocromatograficos, num estudo transversal no
Estado do Amapd, utilizando parametros epidemiologicos de forma a se
constituir num estudo inédito no territério amapaense.

Considerando essa premissa, observamos que:

1. Tanto a area rural como a urbana do municipio de Mazagao, apresentaram
perfis sécio-sanitarios semelhantes que juntamente com as caracteristicas
climaticas da regido, favorecem a transmissao da malaria;

2. Evidenciou-se que em virtude da rapidez e eficiéncia do teste OptiMAL-IT®,
sua utilizagdo em areas de dificil acesso podera contribuir de forma efetiva
para resolucdo dos casos de malaria, evitando principalmente que os casos
de malaria por P. falciparum evoluam para gravidade, tendo o teste uma
utilizacao bastante promissora;

3. Evidenciou-se uma elevada sensibilidade global do teste em 98,1%,
sensibilidade especifica para o P. falciparum de 97,7% e para o nao-P.
falciparum de 98,2%, recomendando sua utilizacdo nas areas de dificil

acesso.
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4. O teste OptiMAL - IT® é operacionalmente importante nos casos de malaria
por P.falciparum, embora apresente uma reducgao na sensibilidade frente as
baixas parasitemias, infeccbes mistas e aquelas que s6 apresentam
gametécitos.

5. O impacto da utilizacao deste teste em areas endémicas sem infraestrura e
pessoal treinado para realizacdo da gota espessa justifica o custo-beneficio
do teste em virtude da performance demonstrada no estudo.

Assim sendo, sugerimos que frente aos resultados obtidos com o
teste imunocromatografico OptiMAL-IT® no municipio de Mazagio no Amapa,
sejam adotadas nas areas de dificil acesso, no sentido de evitar o aumento da
morbimortalidade por malaria no Estado.

Existe a necessidade urgente de que o fortalecimento da
vigilancia epidemioldgica seja intensificado, objetivando o monitoramento
continuo da expansao da rede de diagnésticos, ja que este se traduz num dos
principais pilares para o controle da malaria na regiao.

E imprescendivel que em dareas endémicas que relnem as
principais caracteristicas para manutengcdo da endemia e registros de
resisténcia as drogas utilizadas para o tratamento, fato este importante no
Estado do Amapa que sofre uma importante pressdo das cepas da Guiana
Francesa, se disponha de métodos diagndsticos eficazes e rapidos para
contencao da endemia.

Assim sendo, este estudo se traduz de fundamental importancia
para o Estado constituido por 16 municipios que apresentam diversas areas

consideradas de dificil acesso, inclusive na fronteira (Oiapoque), hoje
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considerada como um dos principais focos para a disseminacdo de cepas

resistentes de P. falciparum e P. vivax no Estado. (Calvosa, 2005).
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