Validacao da técnica de Nested-PCR para deteccao de Plasmodium sp. em area
endémica do estado do Para.
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A Gota Espessa (GE) ¢ o método de escolha para o diagnostico laboratorial da malaria
em areas endémicas. Porém, a identificacdo correta dos plasmodios e o nivel de
detec¢do pela microscopia dependem de alguns fatores, como a experiéncia do
microscopista. Para superar algumas destas limitagdes, métodos baseados na Reagdo em
Cadeia Mediada pela Polimerase (PCR) tém sido desenvolvidos. Este estudo teve como
objetivo validar a técnica de Nested-PCR para detec¢do de Plasmodium falciparum, P.
malariae e P. vivax em amostras de individuos provenientes do municipio de Tucurui
(Para) e comparar os resultados obtidos pelo Nested-PCR com os da GE corada pelo
método de Walker. Neste estudo, foram coletadas no ano de XXXX, XXX amostras de
sangue total para impregna¢do em papel de filtro Whatman® de 2,5 cm de diametro
(Titertek, ICN Biomedicals — England) e confeccdo, em triplicata, de laminas de GE de
residentes do municipio de Tucurui (Pard) que aceitaram participar do estudo, além de
controles positivos para os plasmodios humanos e agua destilada estéril e DNA humano
como negativos. As amostras em papel de filtro foram lavadas e submetidas ao Nested-
PCR para amplificacdo da subunidade pequena do gene 18S do RNA ribossomico
(ssurRNA) de Plasmodium, segundo protocolo de Kimura et. al. (1997). A visualizagdo
das amostras foi feita em gel de agarose a 2% e coloracdo em brometo de etidio (5
pL/mL), produzindo amplicon de 110 pb nas positivas. Das XXX amostras testadas
(parasitemia de 0,001 a 2,00%), XX, XX% (XX/XXX) foram positivas ¢ XX,XX%
(XX/XXX) negativas. A GE detectou XX, XX% (XX/XXX) amostras positivas e
XX, XX% (XX/XXX) negativas. Os parametros estatisticos obtidos pela Nested-PCR
em relacdo a GE foram: sensibilidade = XX,XX%, especificidade = XX,XX%, falso-
positivo = XX, XX%, falso-negativo = XX,XX% e acuracia = XX,XX%. O Nested-PCR
detectou ainda XX,XX% (XX/XXX) infec¢des mistas, sendo XX, XX% (XX/XXX)
com o perfil de P. falciparum + P. vivax e XX,XX% (XX/XXX) devido P. vivax + P.
malariae, que nao foram detectadas pela GE (p < 0,05). Portanto, o protocolo de
Nested-PCR  utilizado apresentou sensibilidade e especificidade elevadas e
reprodutibilidade satisfatoria podendo, assim, ser utilizado como método alternativo e
complementar de diagnéstico laboratorial para malaria humana.
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