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_Resumo

A maléria, € uma infecdo parasitaria causada por um protozoario intrace-
lular obrigatério (género Plasmodium), cuja transmissdo é assegurada
quando uma fémea de mosquito género Anopheles infetada efetua a sua
refeicdo de sangue num individuo. Estéo descritas mais de 150 espécies,
mas apenas cinco infetam o Homem: P. falciparum, P. vivax, P. malariae,
P. ovale e mais recentemente, P. knowlesi, uma espécie que causa malaria
em macacos no sudeste asitico. E a doenca parasitaria mais importante
para o Homem, encontrando-se infetada cerca de 5% da populagdo mun-
dial, sendo o P. falciparum o agente mais disseminado, responsavel por
mais de 80% dos casos mundiais e 0 que apresenta uma patogenia mais
agressiva. O objetivo deste estudo foi efetuar o diagndstico laboratorial
em doentes com quadro clinico compativel com maléria e descrever as
caracteristicas demograficas nos casos confirmados. As metodologias
de diagnostico utilizadas foram, serologicas (IFl), moleculares (PCR em
tempo real, adaptada de Swan et al. e a pesquisa direta em gota espessa e
esfregago. Foram analisadas 802 amostras, 15 das quais provenientes do
surto de ébola (Africa ocidental, 2014). Detetaram-se 124 (15,5%; 124/802)
casos positivos. Todos 0s casos positivos de malaria sdo importados. A
maioria dos casos ocorreu em de viajantes, individuos adultos. Pelo facto
de a transmisséo local continuar a ser possivel na Europa e pela quantida-
de de viagens efetuadas entre a Europa e os paises endémicos salienta se
a necessidade de vigilancia, e prevencédo desta parasitose.

_Abstract

Malaria is a human disease caused by a protozoan infection of red blood
cells transmitted by the bite of a female anopheline mosquito. There are
described more than 150 species of Plasmodium but only five infected
humans, P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale and more recently
P. knowlesi, a specie that causes malaria in monkeys in Southeast Asia.
Malaria is the most important parasitic disease of man; approximately
5% of the world’s population is infected. P. falciparum is the most wide-
spread specie responsible for over 80% of cases worldwide and which
has a more aggressive pathogenesis. The aim of the study was to perform
laboratory diagnosis in patients with clinical symptoms compatible with
malaria and describe the demographic characteristics in confirmed cases.
The methods of diagnosis used were serological (IIF), molecular (real-time
PCR, adapted Swan et al.) and direct visualization of thick and thin blood
smears. We analysed 802 specimens, 15 of which belonging to Ebola out-
break (West Africa, 2014). 124 (15.5%; 124/802) were positive cases. All
positive cases of malaria are imported. Most cases occurredin adults
travellers. Since local transmission continues to be possible in Europe
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and the big number of trips between Europe and endemic countries are a
reality underlines the need of surveillance and prevention of this disease.

_Introducéo

A malaria, também designada por paludismo, é uma infecéo
parasitaria causada por um protozodrio intracelular obriga-
tério do género Plasmodium, cuja transmissdo é assegurada
quando uma fémea de mosquito, pertencente ao género
Anopheles, infetada efetua a sua refeicdo de sangue no
Homem. O Plasmodium sp. pertence ao Filo Apicomplexa,
constituido por seres eucariotas unicelulares, que possuem
um complexo apical que desempenha um papel fundamental
na entrada nas células hospedeiras e a Familia Plasmodiidae
caracterizada por apresentar dois tipos de multiplicacdo no
seu ciclo de vida: uma assexuada (Homem) e outra sexuada
(mosquito) (1). O ciclo de vida do Plasmodium pode ser divi-
dido em trés estadios, a fase sexuada que ocorre no hospe-
deiro invertebrado — mosquito — (ciclo esporogoénico) e duas
fases assexuadas que ocorrem no Homem: o ciclo exoeritro-
citico ou hepatico (figado) e o ciclo eritrocitico (glébulos ver-
melhos) (),

Estdao atualmente identificadas cerca de 150 espécies
de Plasmodium, mas apenas cinco infetam o Homem: P.
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi.
Esta Gltima é uma espécie causadora de maléaria em maca-
cos no sudeste asiatico e foi identificada com sendo pato-
génica para humanos (1),

A malaria constitui, atualmente, um dos principais problemas
de saude a nivel mundial, sendo uma doenca endémica em
mais de 100 paises e ocorre geralmente em areas onde as
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condi¢cOes ambientais permitem a multiplicacdo do parasita
no vetor. Atualmente encontra-se restrita as areas tropicais
e subtropicais, embora no passado tenha sido uma doenca
endémica em muitos locais do Norte da América, Europa e
até em zonas do noroeste Asiatico, estando ainda hoje pre-
sente na peninsula da Coreia. Contudo, esta distribuicao
pode ser afetada por alteragdes climaticas e movimentos
populacionais (). O Plasmodium falciparum é a espécie pre-
dominante no mundo, P. vivax e P. ovale ocupam nichos
complementares com P. ovale a predominar na Africa Sub-
-Sahariana e P. vivax nas outras éreas, embora as suas loca-
lizagbes geograficas se sobreponham, P. malariae apresenta
uma distribuicdo mundial, encontrando-se na América do sul,
Asia e Africa (2).

A sintomatologia da malaria € muitas vezes inespecifica e
comum a outras doencas infeciosas. A doenca se nao for
tratada, pode evoluir para formas severas que podem ser
fatais muito rapidamente (<24 horas) e deve ser sempre con-
siderada em doentes com historial de exposicao (residéncia
ou viagem recente em areas endémicas). Os sintomas mais
frequentes incluem febre e arrepios de frio, que podem ser
acompanhados de dores de cabeca, mialgias, artralgias,
fraqueza generalizada, vomitos e diarreia. Os casos mais
graves incluem esplenomegalia, anemia, faléncia renal ou
pulmonar e alteragdes neuroldgicas. As manifestagdes clini-
cas variam substancialmente, dependendo da espécie infe-
tante, da parasitémia e do estado imunitario do paciente (2).

As infegbes causadas por P. falciparum séo as que tém maior
probabilidade de progredir para formas severas, potencial-
mente fatais com envolvimento do sistema nervoso central
(maléaria cerebral), faléncia renal, anemia grave ou sindrome
de stress respiratério do adulto (1),

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), em 2018 ocorreram 228 milhdes de casos de malaria
em todo o mundo, essencialmente em Africa (213 milhées),
seguida do sudeste asiatico com 3,4% dos casos. Cerca de
405.000 pessoas morreram com a doencga, sendo as crian-
cas com idade inferior a 5 anos o0 grupo que apresenta maior
vulnerabilidade. Segundo a OMS, a cada 45 segundos, morre
uma crianga com malaria em Africa (3).
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De acordo com o Relatério Epidemiologico Anual de 2018
publicado pelo European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC), o numero de casos notificados na Europa per-
permanece estavel, de aproximadamente 1,2 por 100.000 ha-
bitantes, foram reportados 8349 casos suspeitos de mala-
ria na Unido Europeia dos quais foram confirmados 8347. A
maioria dos casos sao importados, a excegao de 14 casos
referenciados como adquiridos na UE (10 casos P. vivax na
Grécia, um caso Plasmodium sp. em Franca, um caso P.
falciparum e um de infegdo mista de P. malariae e P. ovale
em Espanha e um caso P. falciparum em ltélia) (4).

Em Portugal, os Ultimos casos de malaria autdéctone foram
diagnosticados em 1959, desde entdo s tém sido identifica-
dos casos importados de palises tropicais onde a doenca é
endémica. De acordo com o Ultimo Relatério das Doencas
de Declaracao Obrigatéria da Direcao-Geral da Saude (DGS)
referente ao periodo 2013-2016, Portugal notificou um total
de 669 casos importados: 123 casos em 2013, 128 casos em
2014, 221 casos em 2015 e 197 casos em 2016 (5).

O controlo da malaria ¢ um dos objetivos da WHO Global
Technical Strategy for Malaria 2016-2030, que tem como
objetivos estratégicos até 2025, reduzir a taxa de mortali-
dade de malaria até 75% e prevenir o reaparecimento da
doenca em todos os paises que sdo considerados “malaria-
-free” (6),

Atualmente ainda n&o existe uma vacina eficaz para a pre-
vengao da infecdo nos humanos, no sentido de reduzir a
intensidade da doenga e da sua letalidade, existindo apenas
um tratamento farmacologico. Os procedimentos da profi-
laxia e do tratamento desta doenca, consistem na medica-
cdo de antifolatos, como a pirimetamina e a sulfadoxina,
compostos de quingaosu, como a artemisina e derivados
de quinolina, como a quinina, a meflogquina, a cloroquina e
a primaquina (7).

Estdo disponiveis uma variedade de ferramentas efetivas
para a prevencdo da maléria: a utilizacdo em larga escala
de redes mosquiteiras impregnadas em inseticidas de agéo
prolongada; a pulverizacéo intradomiciliaria com inseticidas
de efeito residual que tem efeito no controlo do vetor tem
assumido uma importancia significativa na reducao das
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taxas de morbilidade, ao promover a diminui¢cdo do contacto
vetor-hospedeiro vertebrado, tal como o uso de larvicidas
e adrenagem de aguas paradas onde 0s mosquitos deposi-
tam os seus ovos (8). Recomenda-se a utilizacéo da terapia
combinada com derivados da artemisinina para a doenca
aguda, principalmente em criancas. A OMS recomenda tra-
tamento profilatico para todas as gravidas em areas endémi-
cas, embora na pratica menos de 20% das mulheres tenham
efetivamente adotado esta profilaxia (8).

O diagnéstico laboratorial € absolutamente necessario, visto
a sintomatologia da malaria ser pouco especifica. A metodo-
logia considerada de referéncia ou “gold standard” continua
a ser a observacdo direta do esfregaco sanguineo e gota
espessa apds coloracdo de Giemsa, pois permite a identifi-
cacgéo e diferenciacao da espécie e a determinacao da para-
sitémia. Existem outras metodologias para o diagnéstico da
malaria nomeadamente os testes rapidos (imunodetecao da
proteina plasmodial), muito utilizados em saidas de campo
nas zonas endémicas, mas que apresentam uma baixa sensi-
bilidade, a detecdo de anticorpos, que nao diagnostica uma
infecao ativa, e, desde a década de 80, as técnicas de biolo-
gia molecular, como a PCR, que tém sido desenvolvidas com
sucesso (9),

_Objetivo

Efetuar o diagndstico laboratorial em doentes com quadro
clinico compativel com malaria cujas amostras biolégicas
foram recebidas no Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge (INSA) entre janeiro de 2010 e dezembro de
2020 e descrever respetivos os dados clinicos, laborato-
riais e demograficos.

_Metodologia

Estudaram-se um total de 802 amostras de individuos com
suspeita clinica de maléria, que recorreram ao Laboratério
Nacional de Referéncia (LNR) de Infegdes Parasitarias e Fun-
gicas do INSA para confirmagao ou exclusao do diagnéstico,
entre 2010 e 2020, tendo sido também analisados os dados
demograficos de cada doente elegivel para o estudo.
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As metodologias de diagndstico laboratorial utilizadas no
presente estudo foram: seroldgicas — determinacdo de anti-
corpos IgG para Plasmodium falciparum - IFI (Euroimmun);
moleculares - PCR em tempo real com a amplificacdo espe-
cifica de uma regiao conservada que permite a amplificagao
e detecdo de 4 espécies de Plasmodium sp. através de um
conjunto de primers e sondas para o gene 18S (FTD Malaria
differentiation Kit) e PCR em tempo real que permite a ampli-
ficacdo e detecédo de 4 espécies de Plasmodium sp. através
de um conjunto de primers e sondas para o gene 18S, adap-
tada de Swan et al.), e a pesquisa direta em gota espessa e
esfregaco.

_Resultados

Entre janeiro de 2010 e dezembro de 2020, foram analisa-
dos 802 produtos biologicos para pesquisa de Plasmodium
sp., 15 dos quais provenientes do surto de ébola que ocor-
reu na Africa Ocidental em 2014/2015. Detetaram-se um total
de 124 (15,5%; 124/802) casos positivos: 79 (63,7%) diagnos-
ticados por métodos seroldgicos; 40 (32,2%) por técnica de
PCR e 5 (4,1%) por pesquisa direta em gota espessa e esfre-
gaco apos coloracao de Giemsa. A distribuicao dos casos ao
longo doa anos mostra um aumento de casos analisados até
2015, notando-se a partir dai uma diminuicdo do nimero de
amostras testadas no LNR Infegdes Parasitaria e Fungicas
(tabela 1).

No que se refere aos 79 casos com serologia positiva, 43
foram parturientes nascidas ou que tenham viajado nos ulti-
mos 3 anos para regides endémicas de malaria. A média de
idade destas mulheres é de 30 anos. Os restantes 36 casos
com serologia positiva (24 do sexo masculino e 12 do sexo
feminino) foram viajantes, residentes maioritariamente na
zona centro de Portugal, com uma média de idade de 44
anos.

Quanto aos 40 casos positivos por PCR, 6 casos (5 Plasmo-
dium falciparum e 1 Plasmodium vivax) suspeitos de infecao
pelo virus Ebola (surto 2014), cujo diagnéstico diferencial
incluiu a pesquisa de Plasmodium sp. Todos em individuos
eram adultos do sexo masculino provenientes da Nigéria,
Guiné Conacri e Guiné Bissau com diagndstico compativel
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Tabela 1: £ Distribuicdo do numero de casos positivos e ne-
gativos entre 2010 e 2020.
Casos positivos  Casos negativos Total
Ano
n % n % n %
2010 3 2.4 4 0.6 7 0.9
2011 2 1.6 14 2.1 16 2.0
2012 0 0 9 1.3 9 1.1
2013 11 8.9 131 19.3 142 17.7
2014 39 31.5 258 39.6 297 37.0
2015 23 18.5 125 18.4 148 18.5
2016 13 10.5 26 3.8 39 4.9
2017 12 9.7 30 4.4 42 5.2
2018 15 12.1 26 3.8 4 5.1
2019 3 2.4 28 4. 31 3.9
2020 3 2.4 27 4.0 30 3.7
Total 124 100 678 100 802 100

com malaria (febre, mialgias cefaleias, diarreias); Os 4 casos
importados provenientes da Madeira, eram doentes do sexo
masculino emigrantes em Mocambique, Angola e Guiné
Equatorial com quadro clinico suspeito de paludismo, tendo
sido detetado em dois casos DNA referente a espécie
P. ovale; uma coinfecéo de P. falciparum com P. malariae
e um caso de P. falciparum. Os restantes casos sao indivi-
duos residentes no norte e centro de Portugal e as espécies
identificadas foram P. falciparum, P. ovale e P. vivax, em
doentes que também referem ter efetuado viagens recentes
para zonas endémicas de malaria e em duas criancas de 6
e 10 anos, a primeira das quais positiva para P. vivax e na
segunda nao foi possivel identificar a espécie. Em ambas,
desconhece-se o historial clinico e de viagens.

Distribuicdo de casos positivos por sexo e grupo etario

Dos 124 doentes com infecéo confirmada, 61 (49,2%) eram
do sexo masculino e 63 casos (50,8%) do género feminino.
Nos 10 anos em avaliag@o observou-se que 75,8% (94/124)
dos casos ocorreram em adultos com idade igual ou supe-
rior a 31 anos, sendo o grupo etario entre 31 e 50 anos o que
revelou um maior nimero de infecdes por Plasmodium sp.
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(60,5% (75/124). No grafico 1 apresenta-se a distribuicdo dos
casos positivos de infecbes por Plasmodium sp por grupo
etario.
Gréfico 1: [ Distribuicdo por grupo etario dos casos positi-
vos de infecdo por Plasmodium sp. analisados
no INSA entre 2010-2020.
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De acordo com os resultados obtidos ao longo dos 10 anos
em estudo e no que respeita a sazonalidade, verificou-se
sempre um aumento do nuimero de casos positivos nos
meses de novembro (24%) e dezembro (16%;), em compara-
cao com os restantes meses dos 10 anos estudados (gra-
fico 2).

_Discussédo e conclusoes

No periodo dos 10 anos em estudo, verificou-se um acrés-
cimo do numero de amostras recebidas para pesquisa de
malaria no INSA durante os anos de 2014 e 2015, 0 que esta
provavelmente relacionado com o aumento do numero de
viagens neste periodo, tendo vindo a decrescer nos anos
subsequentes, possivelmente devido a um retrocesso na
emigracao para paises onde a malaria é endémica. Todos 0s
casos de maléria sdo importados e implicam viagens para
paises endémicos para esta doenca.

A maioria dos notificados pelos paises da Unido Europeia
(UE) em 2018 foram importados. Os paises que reportam 0s
numeros mais elevados de casos tém ligacdes histéricas,
economicas, linguisticas e culturais com areas endémicas,
particularmente em Africa e América. A sazonalidade e a
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distribuicao etaria dos casos na Europa refletem os padroes
dos paises onde a doenga é endémica. A literatura sugere
gue uma proporgao substancial dos casos importados de
malaria na UE ocorre entre imigrantes recentes e imigrantes
ja estabelecidos e as suas familias que viajaram para visitar
amigos e familiares em zonas endémicas (4).

Na Europa, em 2018, a maioria dos casos confirmados
foram do sexo masculino. O grupo etario com maior taxa
de incidéncia foi dos 25-44 anos, seguido dos 45-64 anos
nos homens e dos 15-24 anos nas mulheres (4). De acordo
com os resultados obtidos no INSA e no periodo em estudo
observou-se que 0S mesmos s&o consistentes com os
dados europeus no que respeita a distribuicdo por grupo
etério, tendo ocorrido uma maior incidéncia de casos em
adultos entre 0s 31 e 50 anos de idade. No que se refere
a distribuicao por sexo, 0s nossos resultados revelaram
uma distribuicao equitativa, uma vez que 0 sexo masculino
reflete o padrdo de viajantes portugueses que desenvol-
vem a sua atividade profissional entre a Europa e Africa, e
também porque Portugal recebe parturientes, de naciona-
lidade portuguesa ou estrangeira, residentes nos paises
de lingua oficial portuguesa.
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Distribuicdo dos casos positivos para Plasmodium sp. por més de diagnéstico laboratorial, 2010-2020.

Verifica-se uma sazonalidade marcante entre os 26 paises
que reportaram casos de malaria de 2014 a 2018, com um
aumento de casos durante e imediatamente apds 0s meses
das férias de verdo (julho-setembro) (4). Em Portugal, o mes-
mo nao se observou, apesar de ndo se conhecer 0s moti-
vos concretos das viagens (férias, trabalho, épocas festivas
ou visita a amigos/familiares, entre outros) dos casos em
estudo. Contudo, a distribuicdo de casos positivos obtidos
neste estudo teve um aumento nos meses de novembro e
dezembro, facto que parece refletir deslocacdes relaciona-
das com a época natalicia dada a forte ligacao histérica do
nosso pais com os paises africanos, ex-colénias portugue-
sas.

A maléaria é uma doenca evitavel através da utilizacao de
terapéuticas profilaticas. A escolha da terapéutica e das
medidas preventivas dependem maioritariamente do perfil
epidemioldgico local da malaria, da duragao da exposicao
aos vetores, dos padrdes de resisténcia aos antiparasita-
rios, da sazonalidade, do grau de transmissibilidade, da
idade e da gestagao (3.
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Face as alteracdes climéaticas que estao a ocorrer a escala
planetaria e a presenca do vetor na Europa, estudos com
modelos preditivos sobre a hipotese de reintroducao da
malaria neste continente tém mostrado a possibilidade
de esta parasitose poder vir a tornar-se endémica no final
deste século (%), Quanto a Portugal, um estudo com base
num modelo potencial de risco de transmissdo da malaria,
concluiu que a possibilidade de reemergéncia de malaria,
em Portugal continental é relativamente baixa, ndo se pode
descurar essa possibilidade sob a forma de focos autécto-
nes esporadicos, sendo esta uma realidade recentemente
verificada em alguns paises do sul da Europa, onde foram
reportados como adquiridos localmente sete casos, cinco
dos quais confirmados na Grécia como Plasmodium vivax
em areas rurais. Esta constatagao torna indispensavel que
se efetue um correto e atempado diagnéstico laboratorial,
gue se mantenha uma vigilancia ativa na prevenc¢ao e moni-
torizacao de eventuais surtos epidémicos de malaria em
Portugal (10).

Uma vez que é possivel na Europa a transmissao local e que
ha um grande nimero de viajantes entre o continente euro-
peu e 0s paises onde esta parasitose ¢ endémica, importa,
pois, manter vigilancia epidemioldgica e medidas preventivas
sobre a afluéncia de individuos infetados com paludismo,
quer se trate de portugueses, quer de imigrantes que habi-
tam ou transitam por Portugal, sem esquecer, obviamente,
0 numero crescente de turistas, nacionais e estrangeiros. O
INSA participa na vigilancia epidemiol6gica da malaria atra-
vés da Rede de Vigilancia de Vetores (REVIVE) nos portos
e aeroportos, tanto no controlo do vetor como na posterior
identificacdo da presenca do parasita nos insetos. Assim
sendo, e relacionando o aumento das referidas viagens com
as alteragdes climaticas, nomeadamente o aquecimento glo-
bal, fatores que contribuem para disseminagao da maléaria
para a Europa, torna-se absolutamente necesséria a vigilan-
cia epidemiolégica do parasita de modo a controlar/impedir
este acontecimento.
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