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Resumo O presente trabalho teve como objetivo estabelecer critérios adequados a triagem de
doadores de sangue de regides com caracteristicas epidemiologicas distintas, para malaria. Foram
estudados 3 locais com critérios de selecdo diferentes: S4o Paulo, SP (sem transmissao vetorial),
Belém (baixa transmissdo ativa), Matupa, Belém, PA e Peixoto de Azevedo, MT (alta transmissao
ativa). A pesquisa de plasmddios foi realizada por gota espessa, QBC Test® e imunofluorescéncia
para pesquisa de antigenos, tendo sido todas as amostras negativas. Houve grande variagdo na
positividade para anticorpos antiplasmodiais por IFI-IgG anti P. vivax e P. falciparum entre doadores
aptos nos 3 locais de estudo e entre doadores aptos e inaptos em Sao Paulo (aptos 1,98%, inaptos
22,3%, p < 0.01) e Belém (aptos 17,2%, inaptos 58,3%, p < 0.01), o que atesta a validade da
triagem clinico-epidemioldgica realizada. Em Matupa e Peixoto de Azevedo ndo houve doadores
inaptos e a positividade foi de 80,6%. Consideramos que em bancos de sangue a triagem deve
sequir critérios clinico-epidemioldgicos adequados a situacdo de cada regido. Os métodos
laboratoriais de triagem, devem ser para detecgcdo de plasmddios (gota espessa/QBC Test®
ou detecgdo de antigenos parasitarios.
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Abstract The aim of the present work was to establish appropriate criteria for screening of donor
blood from regions with distinct Malaria epidemiological characteristics. Three locations with
different screening criteria were studied: Sdo Paulo, SP (with no vectorial transmission), Belém, PA
(with low active transmission) and Matupa and Peixoto de Azevedo, MT (with high active
tfransmission). The Malaria parasite — Plasmodium sp — was searched for by "thick film", QBC Test(
and antigen Immunofluorescence test, and was not detected in any of the samples. There was,
however, a great variation in the positivity of anti-plasmodial antibodies, as determined by IIF-IgG
anti-P. vivax and -P. falciparum, between accepted donors in the 3 studied locations and between
rejected and accepted donors in Sao Paulo (1.98% accepted, 22.3% rejected - p < 0.01) and Belém
(17.2% accepted, 58.3% rejected - p < 0.01). These data endorse the use of the applied clinical and
epidemiological screening. In Matupa and Peixoto de Azevedo, where there was no rejected donor,
the serological positivity was 80.6%. We, therefore, consider that the Malaria screening in blood
banks should follow clinical and epidemiological criteria suitable to each region. The laboratorial
screening techniques should then detect either the parasites (thick film/ QBC Test® or the parasite
antigens.
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A transmisséo da malaria por via transfusional
foi descrita pela primeira vez em 191127, Os
dados referentes aos casos de malaria transfusional
sao aproximados. Bruce-Chwatt, em 1985,
relata pelo menos 3500 casos em um periodo
de 65 anos8. A incidéncia média de malaria
transfusional nos Estados Unidos de 1972 a
1981 foi de 0,25 casos por milhao de unidades
de sangue coletadas. De um total de 45 casos,
38% foram devidos a infecgdes por Plasmodium
malariae, 29% por P falciparum, 24% por P.
vivax e 9% por P. ovale, com um percentual de
7% de 6bitos15.

A transmissdo de malaria em transfusdes
ocorre normalmente através de sangue totald e
concentrado de hemacias8, podendo ocorrer
com menor freqUéncia através de concentrado
de plaquetasi4, leucécitos2, crioprecipitados26
e plasma fresco18. Os principais mecanismos
envolvidos sdo: a infeccdo malarica sem sinais
clinicos nos doadores e a viabilidade do
Plasmodium nas amostras de sangue estocadass.

No Brasil, embora a real incidéncia de malaria
transfusional seja desconhecida, este evento
pode estar contribuindo para a disseminagao da
doenca em areas com transmissao ativa, onde a
triagem clinico-epidemiolégica néo esteja sendo
efetuada de maneira rigorosa. A Portaria n°
1376 do Ministério da Saude, de 19 de
novembro de 1993, que altera a Portaria n® 721/89,
apenas recomenda a realizacdo de exame
parasitolégico/hemoscépico para malaria, em
regides endémicas com transmisséao ativa e
exames sorologicos em regides endémicas sem
transmissdo ativa, porém vulneraveis,
propiciando condutas ndo uniformes em servigos
de hemoterapia. Além disso, a ocorréncia de
baixa parasitemia em individuos assintomaticos26
e 0 escasso conhecimento sobre a malaria em
areas sem transmissao ativa, podem ocasionar
a transfusdo de unidades de sangue ou
hemocomponentes contaminados. Aliada a
estes dois fatores, a desinformacao com relagéo
a distribuicdo geografica da malaria, pode
determinar equivocos quando da realizagéo da
triagem epidemioldgica, através de questionarios.

Estudo realizado em doadores da Fundacao
Pré6-Sangue Hemocentro de Sao Paulo
(FPS/HSP)20 em 1993, mostrou a eficacia da
triagem clinico-epidemiolégica para malaria,
através da diferenca significativa observada,
entre os grupos de candidatos, aptos ou inaptos,
quanto a presenca de anticorpos antiplasmodiais
da classe IgG, utilizando-se a técnica de
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imunofluorescéncia indireta (IFI). Nesse mesmo
trabalho descreve-se um caso de P vivax
detectado por QBC Test® (Quantitative Buffy
Coat) em candidato a doador de plaquetas, para
paciente submetido a transplante de medula
6ssea, ambos provenientes de Rondondpolis,
MT. Este fato mostra a necessidade da
padronizacao de procedimentos adequados,
para evitar a transmissdo de malaria pela via
transfusional, por parte de individuos provenientes
de areas com transmissao ativa.

O presente trabalho teve como objetivos
estabelecer métodos e critérios adequados a
triagem de doadores de sangue para regides
com caracteristicas epidemioldgicas distintas e
avaliar a triagem clinico-epidemiolégica dos
doadores em relagdo a malaria.

MATERIAL E METODOS

Locais de estudo. Foram escolhidos trés
locais, diferentes entre si, tanto em relacéo aos
aspectos epidemioldgicos, quanto aos critérios
utilizados na sele¢do dos doadores:

1. Sao Paulo, SP - Fundagéao Pr6-Sangue/
Hemocentro de Sao Paulo (FPS/HSP). O
municipio de Sao Paulo constitui area considerada
sem ocorréncia de transmissdo vetorial de
malaria. No entanto, alguns fatores devem ser
levados em consideracao: presenca de focos
esporadicos e restritos a determinados locais
do Estado, responsaveis por 41 casos
autoctones notificados no ano de 1993 e 28
casos em 19945; ocorréncia no Estado, de 27
casos notificados de malaria transfusional, nos
ultimos doze anos5 e deslocamento de
individuos provenientes de outras regides do
pais, onde a transmissdo vetorial é intensa e
constante, com 552.247 casos notificados em
1994 e 555.713 casos em 19954.

2. Belém, PA - Fundacao Centro de Hemoterapia
e Hematologia do Para (HEMOPA). O
municipio de Belém possui um indice
parasitario anual por mil habitantes, de 1.1,
podendo ser considerado area de baixa
transmissao ativas.

3. Matupa e Peixoto de Azevedo, MT - Hospital
Regional de Matupa (HRM) e Hospital do
Garimpeiro (HG). Os indices parasitarios anuais
por mil habitantes, destes dois municipios séo
de 875.0 e 370.5, respectivamente, considerados
representativos de areas com alta transmissao
de malaria3.



Triagem clinico-epidemiolégica. A triagem
dos candidatos a doadores de sangue da
FPS/HSP baseia-se nos seguintes critérios
epidemiolégicos: malaria pregressa (exclusao
definitiva); deslocamento para area de
transmissdo ativa sem uso de profilaxia
medicamentosa (exclusdo por seis meses) e
com uso de profilaxia medicamentosa
(exclusado por 3 anos); ex-moradores de area
com transmissdo ativa (exclusdo por 3 anos),
segundo critérios estabelecidos pelo Ministério
da Saude e American Association of Blood
Banks11. Na FPS/HSP a recusa de doadores
por critérios epidemiolégicos relacionados a
malaria é de 0,62%11.

Os critérios utilizados para exclusao de
doadores no HEMOPA sado os determinados
pelo Ministério da Saude: febre nos ultimos 30
dias, deslocamento para areas com transmissao
de malaria nos ultimos 6 meses e malaria nos
ultimos 12 meses.

No HRM e HG o Unico critério para exclusao
de doadores é febre nos ultimos 30 dias.

Os dados clinico-epidemiolégicos de cada
doador foram obtidos através da aplicagdo de
um questionario comum as trés regides
estudadas.

Amostras. Foram ensaiadas 1.200 amostras
de sangue de doadores da FPS/HSP (1164
aptos e 36 inaptos), 250 do HEMOPA (238 aptos
e 12 inaptos) e 31 do HRM e HG (todos aptos).

Pesquisa de plasmddios. Foram utilizadas
as técnicas QBC Test®23 e gota espessa.

Imunofluorescéncia para detec¢do de
antigeno. Amostras de sangue total dos
doadores foram centrifugadas, o sedimento foi
lavado com PBS pH 7.2, ressuspendido em
PBS contendo 4% de lactose e aplicado em
laminas de vidro. A reacé&o foi realizada como
descrito por Avilal com utilizacdo de IgG
humana anti-plasmaédios (1/200). As laminas
foram observadas em microscopio de
fluorescéncia com aumento de 250 vezes.

Obtencdo de antigenos para reacées
sorolégicas. As formas eritrociticas de P, vivax e
P, falciparum foram obtidas de pacientes
diagnosticados no Laboratério de Malaria da
Superintendéncia de Controle de Endemias
(SUCEN). As amostras de P. vivax foram
processadas em coluna de celulose CF11 para
retirada de leucdécitos16. Para concentragdo de
formas maduras foi utilizado gradiente de
Nycodenz® (Nycomed Pharma AS) a 58% em
PBS na proporcéo de 1/519. Formas eritrociticas
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maduras de P. falciparum foram obtidas a partir
de cultivo continuo24. Para o ensaio
imunoenzimatico (ELISA), foi realizada
concentragdo de esquizontes de P falciparum
com solugéo isoténica de gelatina a 3%
(Plasmagel® Laboratoire Roger Ballon)21. As
lAminas para IFl foram preparadas imediatamente
apos a obtencao do material e estocadas a
-20°C. As formas eritrociticas de P falciparum
para o ELISA foram estocadas em nitrogénio
liquido para posterior processamento com
tampéo TEN-Triton (Tris 10mM pH 8.0, EDTA
10mM, NaCl 400mM, Triton X-100 a 2%) para
extracdo de antigenos soluveis.

Imunofluorescéncia indireta. Foi realizada
com antigenos de P. vivax e P. falciparum,
segundo técnica descrita por Ferreira e Sanchez13.
Conjugado anti-lgG humana marcado com
isotiocianato de fluoresceina (BIOLAB) foi
titulado com soro de paciente malarico como
controle positivo e soro de doador com sorologia
negativa para malaria, Chagas, sifilis, hepatites
B e C, HIV, HTLV1, como controle negativo. O
cut-off estabelecido para a reagao foi de 1:40.
As reacbes foram lidas em microscépio de
fluorescéncia em aumento de 500 vezes. Cada
soro foi testado em duplicata em experimentos
independentes.

ELISA. O teste foi realizado para deteccao
de anticorpos IgG anti-P. falciparum conforme
descrito por Voller25. A diluicao 6tima do
antigeno e conjugado foi estabelecida por titulagao
em bloco utilizando soros controle positivo e
negativo. O cut-off foi determinado a partir da
média das densidades dticas de 20 soros negativos,
acrescida de dois desvios-padrdes. A leitura das
placas foi realizada a 492nm em leitor Auto
Reader 1l (Ortho Diagnostic Systems). Cada
soro foi testado em duplicata em experimentos
independentes.

Meétodo estatistico. Para o célculo estatistico
foi utilizado o teste de Fisher.

RESULTADOS

Os resultados obtidos na pesquisa de
anticorpos antiplasmodiais por IFl e ELISA
estdo expressos na Tabela 1.

Area sem transmissao ativa. Na FPS/HSP
foram colhidas 1200 amostras de sangue, sendo
1164 de doadores aptos e 36 de doadores
inaptos. Destes ultimos, 12 referiram episédio
malarico ha mais de 3 anos (de 4 a 40 anos) e
24 se deslocaram por areas com risco de
transmissao de malaria.
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Tabela 1 - Positividade das amostras de sangue de doadores por IFl e ELISA, para pesquisa de anticorpos antiplasmodiais.

Pesquisa de anticorpos IFI-IlgG anti-P._vivax IFI-IgG anti-P. falciparum ELISA-IgG anti-P. falciparum
da classe 1gG positivo negativo positivo negativo positivo negativo
n® % ne % n® Y% n® %o n® Y% n® Y%
Séao Paulo, SP (n = 1.200)
aptos (n = 1164) 14 1.2 1150 98,8 10 0,9 1154 99,1 12 1,0 1152 99,0
inaptos (n = 36) 6 16,7 30 83,3 2 5,6 34 944 1 2,7 35 973
Belém, PA (n = 250)
aptos (n = 238) 23 96 215 90,4 24 10,1 214 89,9 41 17,2 197 828
inaptos (n = 12) 3 250 9 750 5 41,6 7 584 3 250 9 750
Matupd, MT (n = 31)
aptos (n = 31) 23 74,2 8 258 20 64,5 11 355 17 548 14 452
A pesquisa de plasmddios e
a imunofluorescéncia para deteccéo
de antigenos foi negativa nos dois grupos 0.77% IFI-IgG

(aptos e inaptos).

Os dados obtidos na IFI para pesquisa de
anticorpos anti P, vivax e P, falciparum foram os
seguintes: 1,98% das amostras do grupo dos
doadores aptos foram positivas, sendo 13
positivas para P. vivax, 9 positivas para
P. falciparum e 1 co-positiva para as duas
espécies (Figura 1a); 22,3% das amostras do
grupo dos doadores inaptos foram positivas,
sendo 6 positivas para P vivax e 2 positivas
para P. falciparum (Figura 1b)

Na reacéo de ELISA-IgG anti-P. falciparum
os resultados mostraram 12 amostras positivas
que correspondem a 1% do total de aptos
(Figura 1c). Para os doadores inaptos detectamos
1 amostra positiva (2,7%) (Figura 1d).

Area de baixa transmissdo. Das 250
amostras de sangue colhidas no HEMOPA, 238
foram de doadores aptos e 12 de inaptos.
Destes ultimos, 9 referiram deslocamentos por
areas com risco de transmissao de malaria nos
ultimos 6 meses, 2 referiram malaria anterior e
um apresentou febre nos ultimos 30 dias. Dos
doadores aptos, 9 (3,8%) tiveram um episddio
de maléria sendo 8 deles ha mais de 3 anos.

A presenca de plasmadios foi avaliada através
de gota espessa, QBC Test® e imunofluorescéncia
para pesquisa de antigenos, sendo todas as
amostras negativas.

Os dados obtidos na IFI para pesquisa de
anticorpos anti-P. vivax e anti-P. falciparum
foram os seguintes: 17,2% das amostras do grupo
dos doadores aptos foram positivas, sendo 17
positivas para P. vivax, 18 positivas para P,
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Figura 1 - Controle da_maldria transfusional em regido
endémica e ndao endémica do Brasil.



falciparum e 6 co-positivas para as duas
espécies (Figura 2a); 58,3% das amostras do
grupo dos doadores inaptos foram positivas,
sendo 2 para P, vivax, 4 para P, falciparum e 1
co-positiva para as duas espécies (Figura 2b).

No teste ELISA anti-P. falciparum os
resultados mostraram 41 amostras positivas
que correspondem a 17,2% do total de aptos
(Figura 2c). Para os doadores inaptos detectamos
3 amostras positivas (25%) (Figura 2d).

Area de alta transmissdo. Das 31 amostras
de sangue analisadas, 27 foram colhidas no
HRM e 4 no HG. Dos 31 doadores, 30 referiram
episédio malarico anterior, sendo: de 1 a 2
episodios de malaria, 8 doadores; de 3a 10
episddios de malaria, 8 doadores e com mais de

74% 2% 7,6% IFI-IgG

Doadores aptos
o Negativo (87)
m P vivax (17)
17,2% <-|: O Co-positivos (6)
82,8% ® P, falciparum (18)

IFI-IgG

Doadores inaptos

o Negativo (5)

m P vivax (2)
58,3% G{D Co-positivos (1)
41,7% u P, falciparum (4)

ELISA - IgG P, falciparum

Doadores aptos

o Negativo (197)
O Positivo (41)

ELISA - IgG P, falciparum

Doadores inaptos

a Negativo (9)
O Positivo (3)

75%

Figura 2 - Controle da malaria transfusional em regido
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10 episddios de malaria, 14 doadores. Com
relacao ao tempo decorrido desde o ultimo
episodio de malaria, temos: menos de 1 ano, 3
doadores; de 1 a 3 anos, 14 doadores; mais de
3 anos, 13 doadores.

Na pesquisa de plasmédios e na
imunofluorescéncia para detecgao de antigenos,
todas as amostras foram negativas.

Através da IFI para pesquisa de anticorpos,
80,6% das amostras foram positivas, sendo 5
para P vivax, 2 para P falciparum e 18 co-
positivas para as duas espécies (Figura 3a).

Através do teste ELISA-IgG anti-P. falciparum,
14 amostras foram negativas (45,2%) e 17
foram positivas (54,8%) (Figura 3b).

6,5% 19,4%

% ‘ 16,1%

o P vivax (5)
80,6% 4—[u Co-positivos (18)
9 P, falciparum (2)

IFI-IgG

m Negativo (6)

ELISA - IgG P, falciparum

o Negativo (14)
n Positivo (17)

45,2%

Figura 3 - Controle da malaria transfusional em regiao
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DISCUSSAO

Apesar da alta prevaléncia de P vivax no
Brasil (64,6% dos casos de 1994) e da maior
frequéncia de malaria transfusional ocasionada
por esta espécie?, diversos estudos realizados
entre doadores de sangue utilizaram nas provas
sorolégicas somente antigeno de P. falciparum,
que pode ser obtido a partir de cultivo continuo.
Embora ocorra reagao cruzada entre as espécies
com a utilizacdo de antigenos heterdlogos,
pode haver falha na detec¢éo de anticorpos anti-
F vivax9. Ha necessidade de desenvolvimento de
testes laboratoriais rapidos, capazes de
detectar antigenos para as diferentes espécies
de Plasmodium, de facil execugdo e com custo
acessivel a paises em desenvolvimento, de modo
a possibilitar seu emprego em areas com infra-
estrutura deficiente. Também que possuam alta
sensibilidade, pois portadores assintomaticos,
com baixa parasitemia no momento da doacgéo,
sdo os que constituem problema para a
triagem de doadores em bancos de sangue?6.

Considera-se importante a triagem de sangue
e hemocomponentes a serem administrados
principalmente em imunodeprimidos, pois
estudos anteriores demonstraram que, em
pacientes esplenectomizados tratados com
corticosterdides, imunossupressores ou
radioterapia para tumores malignos e discrasias
sanguineas, a eventual transmissao de malaria
pode acarretar sintomas severos com envolvimento
cerebral precocel7.

A escolha entre os testes, gota espessa ou
QBC Test®, devera ser decorrente da
disponibilidade de recursos e infra-estrutura, mas
sempre levando em consideragdo que: a gota
espessa, apesar de sua eficiéncia, praticidade e
baixo custo, detecta 10 parasitas por pl de
sangue8 e o QBC Test® permite a deteccao de
10% mais infec¢cdes que a microscopia
convencional23 .

Nossos resultados mostram grande variagéo
nos indices de positividade para presenca de
anticorpos antiplasmodiais por IFI-IgG anti P
vivax e anti P. falciparum e ELISA-IgG anti-P
falciparum entre doadores aptos em diferentes
regides do Brasil. Em Matupéa e Peixoto de
Azevedo, municipios situados na regiao
Centro-Oeste ao norte do Estado de Mato
Grosso, a positividade foi de 80,6%; em Belém-
PA, municipio situado na regiao Norte foi de
17,2% e em Sao Paulo-SP, municipio localizado
na regiéo Sudeste foi de 1,98%. Embora saibamos
que a presenca de anticorpos é um parametro
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que nao confirma infeccéo malérica ativa, ficam
caracterizadas distintas populagdes de doadores.
Portanto, os critérios estabelecidos para triagem
epidemioldgica e laboratorial também precisam
ser diferenciados.

A validade da triagem clinico —
epidemioldgica foi confirmada pela diferenca
observada por IFI — IgG anti P. vivax e anti P
falciparum entre os grupos de doadores aptos e
inaptos nos hemocentros de Sao Paulo e
Belém, pelo teste de Fisher (p < 0,01). Entre os
doadores de Sao Paulo a positividade foi de
1,98% no grupo dos aptos e de 22,3% no grupo
dos inaptos e em Belém foi de 17,2% e 58,3%,
respectivamente. Nos municipios de Matupa e
Peixoto de Azevedo, como o unico critério
utilizado para exclusao foi a presenca de febre
nos ultimos 30 dias, ndo houve doadores
inaptos. Nota-se a extrema precariedade da
triagem, pois nenhum teste para pesquisa de
plasmddios é realizado entre doadores da
regido. Além disso, é dificil a caracterizagdo de
maldria transfusional, pois como ha transmissao
urbana, os eventuais casos de maldria pds-
transfusional, em geral sdo considerados
decorrentes de transmissao vetorial. Esta
situacao, provavelmente, ndo é peculiar apenas
nesses dois municipios onde o estudo foi
realizado, mas deve refletir as condicées de
grande numero de municipios da Regiao
Amazdnica, onde a malaria é endémica.

A estrutura deficitaria dos servigos de
hemoterapia oferecida a populacao de regido
endémica precisa ser corrigida pela expansao
das hemorredes ou pelo suprimento regular de
unidades de sangue e hemocomponentes
devidamente triados, ndo apenas para malaria,
como para outras patologias passiveis de
transmissao por transfusdo sangiiinea. Deve-se
também considerar que a malaria grave
ocasionada por P. falciparum, com altas
parasitemias e consequente destruicdo de
grande numero de hemacias, € causa freqliente
de prescricdo de transfusao sanglinea ou de
tratamento por exsanglineo transfusao.

Em areas sem transmissdao ativa ou com
focos esporadicos de malaria, a triagem
clinico-epidemioldgica rigorosa, abordando
aspectos tais como febre recente, deslocamento
por areas com transmissdo, maldria anterior,
uso de profilaticos, uso de drogas injetaveis e
transfusdo sangliinea, constitui 0 mais eficiente
mecanismo de exclusdo de doadores. Estudo
retrospectivo realizado nos Estados Unidos,



constatou que em 50% dos casos de malaria
transfusional, onde o doador do sangue infectado
foi identificado, poderiam ter sido evitados
através da triagem clinico-epidemioldgica22.
Nessas regides, no caso de doacdes especificas
para pacientes imunossuprimidos, quando for
necessario trabalhar com amostras de individuos
provenientes de areas com transmissao ativa,
recomenda-se a utilizagcdo de testes para
deteccdo de parasitas (QBC Test® e/ou gota
espessa) ou deteccao de antigenos parasitarios
por imunofluorescéncia ou ELISA2 10,

Em areas com baixa transmisséo, a elevada
positividade (17,2% no HEMOPA) para anticorpos
IgG por IFI utilizando-se antigenos de P, vivax e
P. falciparum sugere a necessidade de
introducao de testes para pesquisa de plasmadios,
além do seguimento das normas estabelecidas
pelo Ministério da Saude para triagem clinico-
epidemiolégica, embora nesse estudo néao
tenham sido detectadas amostras positivas pelo
QBC Test®, gota espessa ou pesquisa de
antigenos por imunofluorescéncia.

Em areas com alta transmisséao, onde a
triagem clinico-epidemiolégica nao pode ser
rigorosa, pois isto acarretaria a exclusao de
grande numero de candidatos a doadores de
sangue, torna-se fundamental a inclusdo de
testes laboratoriais para pesquisa de plasmddios
(QBC Test® e/ou gota espessa). A alta positividade
dos testes soroldgicos para deteccédo de
anticorpos, inviabiliza sua utilizacdo como
instrumento de triagem nestas areas, visto que
o indice de exclusao pode exceder 80%, como
demonstrado pelos resultados obtidos neste
estudo.
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