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Introdução Geral 
 

A malária continua sendo um dos principais problemas de saúde pública no mundo, 

afetando cerca de 300 milhões de pessoas nas áreas subtropicais e tropicais, o que resulta 

em mais de um milhão de mortes a cada ano (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2002). Das 

quatro espécies dos parasitos de malária conhecidas, Plasmodium falciparum (Pf), P. vivax 

(Pv), P. malariae (Pm) e P. ovale (Po), somente as três primeiras são encontradas no Brasil 

(QARI et al., 1993a). Durante os últimos sete anos o Pv tem sido reportado como a espécie 

de plasmódio responsável por mais de 80,2% dos casos de malária na região Amazônica 

brasileira (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2002).  

O ciclo de vida do parasito da malária humana é composto por uma fase assexuada 

endógena (esquizogônica) com multiplicação no hospedeiro vertebrado e uma fase sexuada 

exógena (esporogônica) com multiplicação em mosquitos. A fase esquizogônica 

compreende duas etapas: uma que ocorre nas células parenquimatosas do fígado 

(esquizogonia exo-eritrocítica) e outra que inclui o desenvolvimento do parasito nas 

hemácias (esquizogonia eritrocítica). A infecção no hospedeiro vertebrado é iniciada pela 

picada da fêmea do mosquito Anopheles, que libera, junto com a saliva, esporozoítos na 

corrente sangüínea (GILLES & WARRELL, 1993). 

1. Complexo vivax 

Embora a proteína circunesporozoítica (CSP) seja o principal alvo para 

desenvolvimento da vacina contra a malária, os dados gerados requerem atenção, já que 

foram relatadas variações na seqüência repetida de sua porção central (QARI et al., 1993a; 

GOPINATH et al., 1994). Baseado no gene da CSP, Rosenberg et al. (1989) descreveram 

uma variante do Pv na Tailândia (VK247), e Qari et al. (1993a) constataram em Papúa  
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Nova Guiné a presença de um parasito de malária, referido como P. vivax-like, 

morfologicamente semelhante à forma clássica do Pv (VK210), mas com a porção repetida  

da região central da CSP diferente dos dois tipos descritos previamente (figura 1), 

apresentando diferenças na resposta imunológica. Com a clonagem do gene da CSP da 

variante VK210 permitiu-se a caracterização de uma seqüência de 373 aminoácidos, com 

uma região central de 19 repetições consecutivas do nonapeptídio Asp-Arg-Ala-Asp/Ala-

Gly-Gln-Pro-Ala-Gly (DRAD/AGQPAG), o que constitui cerca de 49% do total da 

proteína (ARNOT et al., 1985). O seqüenciamento da porção entre as regiões I e II deste 

gene em amostras de VK247 mostrou uma seqüência codificadora para o nonapeptídeo 

Ala-Asn-Gly-Ala-Gly-Asn-Gln-Pro-Gly (ANGAGNPQPG), idêntico apenas em três 

aminoácidos da seqüência do VK210 (ROSENBERG et al., 1989). O gene da CSP da 

variante P. vivax-like apresentou 1182 pares de base com 16 cópias da seqüência repetida 

de 11-mer, codificadora para APGANQ(E/G)GGAA (QARI et al., 1993b).  

 

  Região I                                     PR                             RNR                         Região II            

 
Figura 1: Estrutura da região central do gene da proteína circunesporozoítica (CSP) 

do Plasmodium vivax, de acordo com Qari et al., 1993a. Região I: porção codificadora da 

região N-terminal, PR: porção repetida; RNR: porção não-repetida e Região II: porção 

codificadora da região C-terminal. 

 

9 x DRAD/AGQPAG – VK210 
10 x ANGAGNPQPG – VK247 
11 x APGANQ(E/G)GGAA – P. vivax-like 
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2. Distribuição dos genótipos da CSP do Plasmodium vivax 

Muitos estudos foram conduzidos para avaliar a ocorrência global das variantes do 

Pv, onde o genótipo VK247 foi detectado em áreas endêmicas da Tailândia (WIRTZ et al.,  

1990; KAIN et al., 1992, 1993a, 1993b), na América do Sul, África (KAIN et al., 1991; 

GONZALEZ et al., 2001), México e Afeganistão (KAIN et al., 1992; RODRIGUEZ et al., 

2000). Já a variante P. vivax-like mostrou-se também presente em amostras de sangue 

oriundas de outras regiões de Papua Nova Guiné, da Indonésia e de Madagascar (QARI et 

al., 1991, 1993b). Gonzales-Ceron et al. (1999) observaram, em áreas de malária do 

México, a susceptibilidade de infecção dos mosquitos das espécies Anopheles albimanus e 

Anopheles pseudopunctipennis aos genótipos VK210 e VK247, respectivamente.  

No Brasil, vários trabalhos têm demonstrado a ampla circulação das variantes do 

Pv. Estudos sorológicos detectaram anticorpos para essas variantes em amostras de São 

Paulo (CURADO et al., 1995) e de comunidades indígenas da Amazônia brasileira 

(ARRUDA et al., 1996a, 1996b). Recentemente, foi confirmada a presença de anticorpos 

para as CSP expressas por esses genótipos em indivíduos provenientes de Candeia do 

Jamari no Estado de Rondônia, bem como a associação entre o alelo DRB1-16 do HLA de 

classe II e a presença de anticorpos para a VK247, e entre o alelo DRB1 -07 e a ausência de 

anticorpos para a VK210 (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2004). A tipagem molecular da 

CSP de amostras de Pv do Estado de Rondônia, Amapá e do Pará confirmam a presença 

dessas variantes em nosso país e mostram que a VK210 foi encontrada em infecções 

simples e mistas com as outras duas variantes, enquanto o VK247 e o P. vivax-like são 

detectados apenas em infecções mistas (MACHADO & PÓVOA, 2000; MACHADO et al.,  
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2003). O tipo VK247 também foi detectado em espécimes de anofelinos oriundas do Estado 
de São Paulo (BRANQUINHO et al., 1997), do Acre (MARRELLI et al., 1998) e do Pará 

(SILVA et al., 2006). 
 

3. Resistência do Plasmodium vivax aos antimaláricos 

Nos últimos trinta anos, a resistência dos parasitos de malária a cloroquina (CQ) 

tem sido restrita ao Pf, e a CQ ainda permanece a droga de escolha para a profilaxia e 

tratamento de infecções por Pv (BALDASSARE et al., 1991).  A primeira evidência de que 

o Pv estava desenvolvendo resistência a esta droga foi reportada em Papúa Nova Guiné por 

Rieckmann et al. (1989). A partir daí, a redução na suscetibilidade a CQ tem sido observada 

também em amostras das Ilhas Salomão (WHITBY et al., 1989), Papúa Nova Guiné 

(SCHURRKAMP et al., 1992; MURPHY et al., 1993), Índia (GARG et al., 1995), Ásia 

(PUKRITTAYAKAMEE et al., 2000) e em Manaus, no Brasil (ALECRIM et al., 1999), 

embora nenhuma relação tenha sido encontrada entre os genótipos de Pv e a negativação da 

parasitemia. Estudos realizados por Kain et al. (1993a) sugerem que a resposta à CQ pode 

variar dependendo do tipo de variante de Pv, uma vez que observaram em amostras da 

Tailândia que infecções simples com o tipo VK210 e mistas com o VK247 levaram um 

tempo maior para negativar a parasitemia do que infecções que continham apenas a 

variante VK247. Recentemente, Machado et al. (2003) também verificaram em amostras de 

Belém, no Estado do Pará, significante correlação entre a negativação parasitária e os três 

genótipos de Pv.  

4. Aspectos do diagnóstico laboratorial de plasmódio 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) considera o diagnóstico rápido e preciso como o 

primeiro elemento básico de estratégia para o controle da malária, contribuindo dessa 
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forma, para a redução de sua morbimortalidade (ÁVILA & FERREIRA, 1996; 

FIGUEIREDO-FILHO et al., 2003).   

4.1 Métodos para detecção do plasmódio em hemácias 

A detecção e identificação de infecções maláricas têm sido tradicionalmente 

baseadas na avaliação microscópica por meio da gota espessa (GE) e de esfregaços 

(GILLES & WARRELL, 1993). A GE é um método satisfatório em relação à sensibilidade 

e especificidade, permitindo a identificação da espécie e estágio de desenvolvimento do 

parasito. Embora esse método seja simples e de baixo custo, requer microscopistas bem 

treinados, além de ser trabalhoso e demorado (ÁVILA & FERREIRA, 1996; 

FIGUEIREDO-FILHO et al., 2003).  

Limitações dessas técnicas estimularam a busca de metodologias alternativas, tais 

como o Quantitative Buffy Coat (QBC®). Esta consiste em um capilar com resíduos de 

laranja de acridina e anticoagulante preenchido por sangue, sendo a separação de hemácias 

parasitadas das não parasitadas realizada por diferença de densidade (ÁVILA & 

FERREIRA, 1996). A sensibilidade deste método é cerca de oito vezes maior que os testes 

microscópicos convencionais, além de apresentar maior reprodutibilidade, facilidade de 

leitura e rapidez de execução em relação a GE (SPIELMAN et al., 1988; KRISHNA & 

DESHPANDE, 2003). Apesar das vantagens, o teste tem custo elevado devido à 

necessidade de equipamentos específicos (ÁVILA & FERREIRA, 1996). 
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4.2 Métodos para detecção de componentes antigênicos plasmidiais 

            Um avanço no diagnóstico foi o desenvolvimento de testes imunocromatográficos 

(ICT) que permitem a rápida detecção de proteínas de plasmódios em hemácias lisadas, por 

anticorpos específicos com diferentes marcadores (ÁVILA & FERREIRA, 1996). Vários 

ICTs comerciais foram desenvolvidos  para a pesquisa de algumas espécies de 

Plasmodium, fato que tornou o diagnóstico simples, rápido e acurado, principalmente em  

áreas rurais, em que os testes convencionais não estão disponíveis (MOODY, 2002). Testes 

comerciais como o ICT-Malaria PvTM e ICT-Malaria Pf, empregados na pesquisa da  

proteína rica em histidina 2  (HRP2) de Pv e de Pf, respectivamente, apresentaram maior 

sensibililidade e especificidade quando comparados aos métodos microscópicos 

(CHIODINI, 1998; ARAZ et al., 2000). Já o teste ICT Pf/PvTM , utilizado para a detecção 

de P. falciparum  e P. vivax, apresentou baixa sensibilidade e portanto, necessidade de 

reavaliação (FIGUEIREDO-FILHO et al., 2003). O teste comercial Optimal®, utilizado na 

detecção da proteína lactato desidrogenase de plasmódios (pLDH), demonstrou excelente 

desempenho no diagnóstico de Pv e de Pf, sob diferentes condições de estocagem e 

temperatura, mas não pode detectar amostras de Pm  (PENHALBEL et al., 2005).  

 A pesquisa de parasitos de malária em mosquitos pode ser realizada por meio do 

painel de Antígeno VecTest Malaria (V-MAP). Este teste imunocromatográfico foi 

avaliado para a pesquisa da CSP de Pf e dos genótipos VK210 e VK247 de Pv em 

anofelinos da Tailândia, bem como na identificação da CSP de Pf em mosquitos coletados 

em regiões de Gana,  demonstrando ser rápido, fácil,  além de oferecer vantagens práticas 

para os trabalhos em campo (APPAWU et al., 2003; SATTABONGKOT et al., 2004). 



 14 

Introdução Geral 
 

4.3 Métodos para detecção de anticorpos anti-plasmodiais  

            Testes sorológicos para a detecção de anticorpos específicos contra os diferentes 

estágios e espécies de Plasmodium são ferramentas importantes em estudos 

epidemiológicos, na triagem de doadores em áreas não endêmicas de malária e no 

diagnóstico de infecções individuais (RODRIGUES et al., 2003). Devido à persistência de 

anticorpos após a fase aguda, esses métodos não podem distinguir infecções prévias das  

atuais, fato que torna o diagnóstico limitante (PATSOULA et al., 2003). O teste de 

Imunofluorescência Indireta (IFI), otimizado por Ferreira & Sanchez em 1988, é 

considerado como referência no sorodiagnóstico e na soroepidemiologia da malária. Já o 

método de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) é utilizado na identificação de 

proteínas de plasmódio, como por exemplo na pesquisa de anticorpos contra a proteína 1 de 

superfície de merozoíto (MSP1) (RODRIGUES et al., 2003; LIM et al., 2004) e contra a 

proteína circunesporozoítica (CSP) de Pv (SUH et al., 2004; LIM et al., 2005), bem como 

na busca de anticorpos anti-gametócitos de Pf (MARRELI et al., 1995). A técnica de 

Western Blotting também tem sido utilizada no estudo da resposta imune-humoral na 

malária e considerada uma importante ferramenta diagnóstica por permitir mensurar, 

precisamente, padrões de anticorpos (THELU et al., 1991).   

 

4.4 Métodos para pesquisa do parasito em mosquitos 

 A pesquisa de parasitos da malária em mosquitos é realizada, na maioria das vezes, 

pelo teste de ELISA, a fim de determinar as taxas de infectividade dos mesmos. Apesar de 

ser um bom método e muito empregado neste tipo de estudo, já apresentou resultados falso- 
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positivos (SOMBOON et al.,1993). Na tentativa de obter resultados mais confiáveis, Póvoa 

et al. (2000) adaptaram o método de PCR-ELISA para a detecção de parasitos de malária 

humana em mosquitos. 

 

4.5 Métodos moleculares para diagnóstico do parasito da malária 

A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) também tem sido aplicada na detecção e 

diferenciação das quatro espécies de Plasmodium que infectam o homem (SNOUNOU et 

al., 1993; KIMURA et al., 1997), na determinação dos polimorfismos de genes candidatos a 

vacinas antimaláricas - como os da MSP-1, MSP-2, GLURP (FERREIRA et al., 1998; 

MAGESA et al., 2001; VAN HA et al., 2002) - e de genes relacionados com a resistência a 

drogas antimaláricas (pfcrt (Lys76Thr), pfmdr1 (Asn86Tyr , Asn1042Asp e Asp1246Tyr)) (PÓVOA 

et al., 1998; THOMAS et al., 2002).  

Atualmente, variações da técnica de PCR têm sido propostas para estes fins. O 

semi-nested-PCR é empregado para a amplificação de seqüências alvo da subunidade 

menor 18S do rRNA dos parasitos de malária (KIMURA et al., 1997) e dos genes p126 

(ZALIS et al., 1996) e GLURP (ZHU et al., 1998) de Pf. O semi-nested-PCR é utilizado 

para o diagnóstico do Plasmodium sp (RUBIO et al., 2002) e para a detecção do Pv por 

meio da região telomérica (GOMEZ et al., 2003). Técnicas como a SSCP-PCR 

(Polimorfismo Conformacional de Fita Simples) e RFLP-PCR (Polimorfismo de 

Comprimento dos Fragmentos de Restrição) são realizadas para a avaliação do 

polimorfismo dos genes da MSP1, MSP2, GLURP (OHRT et al., 1999), CSP, EBA-175 e 

RESA (OHRT et al., 1997). A PCR foi associada ao ELISA (PCR/ELISA) para amplificar  
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fragmentos do gene 18S do rRNA (LAOBOONCHAI et al., 2001) e a métodos de 

hibridização em microplaca (MPH-PCR) para a mesma região do DNA do parasito 

(KIMURA et al., 1995; CHAI et al., 2000). Mais recentemente, Polanco et al. (2002) 

propuseram o método de PCR em tempo real (rt-PCR) para amplificar a região V8 da 

subunidade menor 18S do rRNA do Plasmodium spp e Abdullah et al. (1996), a PCR- 

transcriptase reversa para amplificar o fragmento da subunidade menor 18S do rRNA de Pf. 

 

4.5.1 Diagnóstico molecular do Plasmodium vivax 

 O Plasmodium vivax é a segunda espécie mais prevalente no mundo, afetando mais 

de 75 milhões de pessoas, a maioria delas da América do Sul e Ásia (IMWONG et al., 

2005). O aumento do número de casos de malária por Pv,  bem como o surgimento de 

cepas resistentes a drogas antimaláricas, são as principais preocupações para o controle 

dessa doença. Visto que métodos microscópicos não são suficientemente sensíveis para  

detectar baixos níveis de parasitemia deste parasito, a PCR tem sido muito empregada em 

vários estudos para o diagnóstico de Pv (CUI et al., 2003). Torres et al. (2006) e Imwong et 

al. (2005) desenvolveram, respectivamente, PCR utilizando como alvo o gene da cisteína-

proteinase e os marcadores genéticos Pvcs, Pvmsp1, obtendo resultados satisfatórios em 

ambos os estudos. O diagnóstico molecular por PCR é capaz de detectar infecções mistas 

previamente não diagnosticadas pelo método microscópico, como infecções simples por Pv 

(ZAKERI et al., 2004). O uso desta tecnologia também pode ser útil na identificação de 

casos de malária em que os exames microscópicos são negativos, tornando o diagnóstico 

mais confiável (BLOSSOM et al., 2005). A PCR em tempo real tem sido utilizada na  
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caracterização e quantificação de infecções mistas por Pm e Pv, mostrando-se mais sensível 

que os métodos convencionais e sorológicos (IMIRZALIOGLU et al., 2006).  

 

4.5.2 Diagnóstico molecular dos genótipos do Plasmodium vivax 

 Os genótipos do Pv podem ser relacionados a diferenças na intensidade dos 

sintomas, na resposta ao tratamento e na preferência ao vetor, podendo ainda gerar 

resistência a drogas e falhas nas medidas de controle (GOPINATH et al., 1994). Por o 

diagnóstico sorológico não ser capaz de identificar os genótipos da CSP envolvidos numa 

infecção atual e a semelhança morfológica entre eles impedir sua diferenciação pela GE, a 

única maneira de identificá-los é por meio do diagnóstico molecular, isto é, por meio da 

amplificação do gene da CSP.  

  A primeira metodologia desenvolvida para a caracterização dos três genótipos de 

Pv  foi descrita por Qari et al. (1993a). Nessa técnica, o gene da CSP é amplificado por 

PCR utilizando oligonucleotídeos específicos para as suas regiões terminais e a 

identificação dos três genótipos é feita por sondas marcadas com radioisótopos, 

complementares à seqüência repetida de cada uma. Os fragmentos hibridizados são  

visualizados por auto-radiografia. A utilização de sondas marcadas por material radioativo 

exige um custo elevado para o seu desenvolvimento,  além de estrutura laboratorial 

compatível com a eliminação dos resíduos, características que podem dificultar o emprego 

desta metodologia.  

A fim de também caracterizar as três variantes da CSP, Machado & Póvoa (2000) 

desenvolveram o método de GFM-PCR-ELISA. Esse consiste na amplificação do gene da  
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CSP por PCR por meio de oligonucleotídeos específicos para as regiões I e II do gene. Os 

fragmentos amplificados são hibridizados pelo método não-isotópico de fase líquida, 

utilizando sondas marcadas com digoxigenina, específicas a cada genótipo. Os produtos de 

hibridização são revelados pela técnica de ELISA, utilizando fragmento Fab anti-

digoxigenina, marcado com peroxidase e revelado com solução cromogênica de 

tetrametilbenzidina. A reação é interrompida com solução de ácido fosfórico e a 

absorbância é medida a 405 nm em um leitor de microplaca. Apesar da técnica ser sensível 

e específica, necessita de um longo período para chegar ao diagnóstico final. Além disso, 

utiliza sondas e anticorpos marcados, o que proporciona um custo elevado para a sua 

determinação.  

 Outras metodologias moleculares foram desenvolvidas a fim de caracterizar 

somente os genótipos  VK210 e VK247 de Pv. Kain et al. (1992) amplificaram o gene da 

CSP por PCR genótipo-específico e identificaram as duas variantes por meio de sondas 

marcadas com radioisótopos, específicas a cada uma. A técnica de nested-PCR foi 

associada ao RFLP na pesquisa dos mesmos genótipos, em amostras de Pv no Iran. Este 

estudo foi um dos primeiros a relatar, em grande-escala, a diversidade parasitária na Região 

Mediterrânea Oriental, servindo como base a futuras pesquisas relacionadas à 

epidemiologia molecular (ZAKERI et al., 2006). Kho et al. (1999) investigaram o 

polimorfismo do gene da CSP em amostras da Coréia por meio da técnica de PCR-RFLP, 

que foi desenhada a fim de amplificar as regiões com repetições e pós-repetições do gene. 

O estudo identificou dois genótipos da CSP (SK-A e SK-B), cujas seqüências são similares  
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às encontradas na China e no oeste Asiático e, concluiu que o método de PCR-RFLP pode 

substituir o de seqüenciamento na classificação de genótipos de Pv.  

O método de PCR-RFLP requer equipamentos básicos e reagentes que são 

normalmente encontrados num laboratório de biologia molecular em países endêmicos para 

malária, além de ser um método rápido (TAHAR et al., 1998). Sendo assim, essas 

vantagens podem favorecer sua aplicação nos laboratórios de referências nas áreas 

endêmicas e não endêmicas de malária no Brasil. Portanto, uma metodologia com um custo 

mais acessível proporcionará maiores investigações destas variantes nas regiões intra e 

extra-Amazônicas. 
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Objetivos 
 

 

 

1. Geral:  

 Melhorar o diagnóstico dos três genótipos da CSP do Plasmodium vivax. 

 

2. Específico:  

Padronizar e otimizar o diagnóstico por PCR/RFLP dos três genótipos da CSP do 

Plasmodium vivax. 
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Abstract 

 For molecular diagnosis of Plasmodium vivax variants (VK210, VK247 and P. 

vivax-like) using DNA amplification procedures in the laboratory, choice of rapid and 

inexpensive identification products of three different genotypes are important prerequisites. 

We report here the standardization of a new PCR/RFLP for the identification of the three 

described P. vivax circumsporozoite protein (CSP) variants using amplification of the 

central immunodominant region of CSP gene of this protozoan. The simplicity, specificity 

and sensitivity of the system described here should be important to determine the 

prevalence and the distribution of infection with these P. vivax genotypes in endemic and 

non-endemic malaria areas, enabling a better understanding their phylogeny.   

 

Keywords: Plasmodium vivax genotypes, PCR/RFLP, diagnosis, circumsporozoite protein 
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1. Introduction 

Plasmodium vivax is the second most prevalent malaria parasite affecting more than 

75 million people each year (Imwong et al., 2005). The circumsporozoite  protein (CSP) of 

the infective sporozoite is the major target in the development of recombinant malaria 

vaccines (Qari et al., 1993). Nevertheless, the generated data require attention because of 

the discovery of sequence variation in the central portion of the CSP gene (Gopinath et al., 

1994). Rosenberg et al. (1989) described a variant of the P. vivax in Thailand (VK247), and 

Qari et al. (1993) reported in Papua New Guinea the P. vivax-like, resembling 

morphologically the classic form (VK210) and VK247 as well as a distinctive repeated 

portion of the central region of the CSP gene. Another important issue generated by these 

genotypes existence is the possibility of differential variant-linked response to treatment. 

The first evidence that P. vivax develops resistance to chloroquine (CQ) was reported in 

Papua New Guinea (Rieckmann et al., 1989) and, later, studies carried out by Kain et al. 

(1993) suggested that the reply to CQ can vary depending upon the P. vivax genotypes.  

Additionally, Machado et al. (2003) confirmed a significant correlation between the 

parasite clearance and its three genotypes. 

By serological and/or molecular approaches, different authors evaluated the global 

occurrence of these variants in endemic areas of Thailand (Wirtz et al., 1990; Kain et al., 

1992, 1993), of the South America (Arruda et al., 1996; Machado and Póvoa, 2000; 

Oliveira-Ferreira et al., 2004; Silva et al., 2006), of Africa (Kain et al., 1991; Gonzalez et 

al., 2001), of Mexico, of Afghanistan (Kain et al., 1992; Rodriguez et al., 2000), of  Papua 

New Guinea, Indonesia and Madagascar (Qari et al., 1991, 1993). 

 



 25 

Artigo 
 

Kain et al. (1992) developed a genotype-specific PCR by means of 32P-end-labeled 

oligoprobes for the detention of the VK210 and VK247 and Kho et al. in 1999 investigated 

the polymorphism of the CSP gene in isolates from Korea by means of the PCR-RFLP 

technique. The first methodology developed for the identification of P. vivax genotypes was 

a PCR/hibridization, that also uses radio-labeled oligoprobes, which are cost demanding 

and time consuming, beyond the necessity of a compatible laboratorial structure with their 

elimination (Qari et al., 1993). Six years ago, Machado and Póvoa (2000) optimized the 

GFM-PCR-ELISA method, which needs a long period of execution, beyond the use of 

initiating biotinylated primers and digoxigenin-labelled probes, raising the cost for its 

execution. In 2006, a protocol of nested-PCR/RFLP was standardized for the diagnosis of 

only two of the three genotypes: VK210 and VK247 (Zakeri et al., 2006). 

 The analysis of the restriction fragment length polymorphism (RFLP) of PCR 

products is a fast and simple technique (Trost et al., 2004), normally found in molecular 

biology laboratories from endemic countries for malaria, requiring only basic equipment 

(Tahar et al., 1998). We report here the standardization of a new PCR/RFLP for the 

identification of the three described P. vivax CSP gene variants. 

 

2. Material and Methods 

2.1. Samples 

 For PCR standardization, we used three different plasmids (BlueScript, Stratagene, 

EUA), one for the characteristic CSP repetitive region of each variant (VK210, VK247 and 

P. vivax-like), 45 frozen plus 10 fresh blood samples collected in different endemics areas  
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from the Brazilian Amazon region, with a positive P. vivax thick blood film (TBF) results. 

TBFs were examined by independent experienced microscopists who were unaware of each 

result according to the World Health Organization recommended procedures. Furthermore 

a molecular P. vivax confirmation was performed in all samples accordingly to Kimura et 

al. (1997). The protocol for this study was reviewed and approved by the Research Board 

of the Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto. 

 

2.2. Target DNA sequences and, design of synthetic oligonucleotides  

 DNA was extracted from blood samples by the phenol-chloroform method (Pena et 

al., 1991). To amplify the CSP gene two sets of forward and reverse primers were designed 

based on the CSP conserved central portion. The CSP sequences were available in the 

GenBank database (VK210 – M11926; VK247 – M69061; P. vivax-like – L13724). The 

sequences tested as primers were: PR1 (5’-TGAAAATAAGCTGAA ACAACCAG-3’), 

PR2 (5’-GGTTACACTGCATGGAGTCCAT-3’), PA1 (5’- 

AAATAAGCTGAAACAACCA–3’) and PA2 (5’- TCCACAGGTTACACTGCATGG- 

3’). The optimal specificity was achieved using the BLAST program 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). A conformational analysis was done to investigate 

the possibility of secondary structure formations (dimmer-primer). All oligonucleotide 

primers were synthesized by IDT –Integrated DNA Technologies (USA).  

  

2.3. PCR standardization 

Different arrangements of sets of oligonucleotide primers were used, varying PCR  
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mixer concentrations, primer annealing and number of cycles. After optimization, the PR1 

and PR2 primers were selected. DNA (1,5 μl) was amplified in a total reaction volume of 

25 μl consisting of 1x PCR buffer (10mM Tris-HCl, pH 8.3, 50 mM KCl), 1.5 mM de 

MgCl2, 1.0 μM of each primer, 200 μM dNTPs, 2.5 U ampli-Taq DNA polymerase, betaine 

1%  and water (ad 25 μl). Twenty-five cycles of amplification were performed on a 

termocycler (DNA MasterCycler, Eppendorf, USA) after initial desnaturation of DNA at  

94oC for 5 min. Each cycle consisted of desnaturation step at 93oC for 60s, an annealing 

step at 41oC for 90s and an extension step at 72oC for 2 min, with a final extension at 72oC 

for 10 min following the last cycle. The PCR products were analyzed by electrophoresis on 

1.5% agarose gels and stained with ethidium bromide.  

 

2.4. Restriction digests of PCR products 

 The selected enzymes were required to have at least one cleavage site in the 

amplification of each variant, resulting in DNA fragments that are easily visible in 

polyacrylamide gel. Restriction digests were set up with 10 μl of PCR product and 1 U of 

the respective enzyme (Alu I and Dpn I, Promega, USA), incubated for 1 h at 37oC. 

Restriction fragments were separeted by electrophoresis in 12.5% polyacrylamide gels. The 

gels were stained with ethidium bromide and analysed with a Gel Doc 2000 illuminator 

(Bio-Rad, USA).   
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2.5. PCR sensitivity threshold 

 Three P. vivax blood samples from patients with parasitemia ranging from 300 to 

12,500  parasites per microliter were utilized. These samples were serially diluted in blood 

from an uninfected donor to a final level of parasitemia corresponding to 10–6 and further 

processed for PCR amplification. After that, a parasitological evaluation was done in order 

to compare the sensitivity among the PCR products.  

  

2.6. PCR specificity 

 As a negative control we used blood samples obtained from 20 molecularly 

diagnosed P. falciparum infected patients and from 10 blood donors living in the same 

areas with negative molecular results to Plasmodium.  

 

2.7. P. vivax CSP gene amplification control 

A single amplification of a CSP gene fragment using a set of previously described 

oligonucleotide primers (AL60 5`- GTC GGA ATT CAT GAA GAA CTT CAT TCT C -

3`and AL61 5`- CAG CGG ATC CTT AAT TGA ATA ATG CTA GG -3`) was performed 

in all DNA samples (Machado and Póvoa, 2000). 

  

3. Results  

3.1 Amplification of the P. vivax CSP gene fragment 

As shown in Fig. 1, DNA from all samples of P. vivax included in this study could  
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be amplified with the primers PR1 and PR2. PCR products were found to reach 694 bp 

(VK210), 721 bp (VK247) to 736 bp (P. vivax-like) in length, as expected from the BLAST 

program analysis. No amplification was observed with human DNA alone or with samples 

containing only P. falciparum parasites. The sensitivity of PCR was determined by serial 

dilutions of P. vivax blood samples with known parasitemia. The PCR of the P. vivax CSP 

gene was capable of detecting levels of parasitemia corresponding to 0.0069 parasites per 

microliter. 

  

3.2. RFLP analysis  

To distinguished among the three P. vivax  genotypes, RFLP using Alu I identified 

fragments of 10, 27, 38, 54, 106 and 135 bp (VK210), and 10, 38 plus 673 bp (VK247), 

while P. vivax-like showed an unique fragment of  726 bp. In respect to RFLP using Dpn I 

we observed fragments with sizes of 27, 42, 54, 81, 108 and 301 bp (VK247), while P. 

vivax-like presented as two fragments (39, 697 bp). The second enzyme has no restriction 

site to VK210 (Fig. 2). Other fragments below 38 bp, not considered for variant 

determination, were also formed after the RFLP procedure.   
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Fig. 1: PCR of the P. vivax CSP gene. 1. 100 bp DNA ladder (Invitrogen, 
EUA); 2. VK210 plasmid; 3. VK247 plasmid; 4. P. vivax-like plasmid. 5-6. 
P. vivax DNA blood samples. Samples 2-6 amplified with PR1 and PR2 
primers. 7-8. P. vivax DNA samples amplified with AL60 and AL 61 (1200 
bp). PCR products were resolved by electrophoresis on a 1.5% agarose gel 
and stained with ethidium bromide.  

 1           2          3          4         5          6           7         8    

700 bp 

     1          2        3         4        5        6         7          8    

1200 bp 

50 bp 

100 bp 

500 bp 

 Alu I                   Dpn I 
Fig. 2: RFLP patterns of the P. vivax CSP gene amplified by PR1 and PR2 
primers. 1. 50 bp DNA ladder (Invitrogen, USA); 2 and 5. VK210 plasmid; 3 
and 6. VK247 plasmid; 4 and 7. P. vivax-like plasmid; 8. 100 bp DNA 
ladder. RFLP products were resolved by electrophoresis on a 12.5% 
polyacrilamide gel and stained with ethidium bromide. 
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4. Discussion 

Malaria is one of the most prevalent severe infectious diseases in tropical and subtropical 

regions worldwide. Since P. vivax malaria has been endemic in many countries and its CSP 

genotypes are found worldwide, its effective diagnosis is very important. Indeed, P. vivax malaria 

variants may have different characteristics in respect to the intensity of symptoms, the response to 

drugs and vector preference, which could cause drug resistance and failure of control measures 

(Gopinath et al., 1994).  

A new PCR/RFLP system was developed to identify P. vivax genotypes. PCR primers were 

designed to amplify the central immunodominant region of the CSP gene of this protozoan. In our 

method, PCR primers were optimized in order to achieve easily distinguishable restriction 

fragments. The choice of restriction enzymes was also influenced by our objective of creating an 

efficient test with optimal resolution of restriction profiles. Based on the sequence analysis of P. 

vivax variants available in GenBank, the Alu I and Dpn I endonucleases were found to be the most 

suitable enzymes for this purpose. Alu I showed optimal discriminatory power to distinguish VK210 

and P. vivax-like but it was not adequate to identify VK247 identification in mixed infections with 

the P. vivax-like variant. We solved this problem by adding a second restriction step of the PCR 

product using Dpn I, thereby unequivocally separating the VK247 and P. vivax-like variants. 

The high cost and the need for adequate laboratory conditions are the most frequently used 

arguments against using PCR in developing countries (Torres et al., 2006). However, PCR-based 

assays have advantages over microscopic tests due to their great capacity to distinguish P. vivax 

genotypes, as all three variants are morphologically similar (Qari et al., 1993). Our method is 

sensitive and specific to detect P. vivax variants in both fresh and frozen samples. A previous 

PCR/RFLP assay described by Zakeri et al. (2006), can only detect VK210 and VK247, and in  
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inadequate for complete large-scaled studies. In addition, our methodology saves time and reduces 

the cost by more than one half of the price of the GFM/PCR/ELISA method developed by Machado 

and Póvoa (2000). Moreover, it does not use oligonucleotide primers labeled with radioisotopes as 

described by Qari et al. (1993).  

RFLP is more useful in distinguishing P. vivax genotypes than classifying them by using 

the CSP gene sequencing technique (Kho et al., 1999). Finally, the simplicity, specificity and 

sensitivity of the PCR/RFLP system described here should be sufficient to determine the prevalence 

and the distribution of infections of these P. vivax genotypes in endemic and non-endemic malaria 

areas enabling a better understanding their phylogeny.  
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Conclusões 
 

 

A simplicidade, especificidade e sensibilidade da técnica de PCR/RFLP descrita 

neste trabalho são importantes na determinação da prevalência e da distribuição dos 

genótipos de P. vivax em áreas endêmicas e não-endêmicas de malária, contribuindo dessa 

forma para um melhor entendimento da sua filogenia. 
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Resumo 
 

Para o diagnóstico molecular das variantes do Plasmodium vivax (VK210, VK247 e 

P. vivax-like), utilizando procedimentos laboratoriais de amplificação do DNA, a escolha 

de métodos rápidos e de baixo custo são importantes pré-requisitos. Neste trabalho, 

descrevemos a padronização de um novo protocolo de PCR/RFLP para a identificação das 

três variantes da CSP de P. vivax por meio da amplificação da região central do gene da 

CSP deste protozoário. A simplicidade, especificidade e sensibilidade dessa técnica podem 

ser importantes na determinação da prevalência e da distribuição das infecções por essas 

variantes de P. vivax em áreas endêmicas e não endêmicas de malária, proporcionando um 

melhor entendimento de sua filogenia.   
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Abstract 
 

 

For molecular diagnosis of Plasmodium vivax variants (VK210, VK247 and P. 

vivax-like) using DNA amplification procedures in the laboratory, choice of rapid and 

inexpensive identification products of three different genotypes are important prerequisites. 

We report here the standardization of a new PCR/RFLP for the identification of the three 

described P. vivax circumsporozoite protein (CSP) variants using amplification of the 

central immunodominant region of CSP gene of this protozoan. The simplicity, specificity 

and sensitivity of the system described here should be important to determine the 

prevalence and the distribution of infection with these P. vivax genotypes in endemic and 

non-endemic malaria areas, enabling a better understanding their phylogeny.   
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Anexos 
 
Anexo A - Desenho dos oligonucleotídeos iniciadores a 
 
 

1.1. Oligonucleotídeos iniciadores PR1 (5’- TGAAAATAAGCTGAAACAACCAG -3’) e PR2 
(5’- GGTTACACTGCATGGAGTCCAT -3’) 
 
VK210 
 
CTGCATAAGGCAAACTCACAAACATCCAAAAAAATATACATATATATATTTATATACACGTGTATATATTATTAAGCGGCT
TAAGTTAAGCAAGCAAAACAGCCAAAGGCCTACAAGTGTAAACAGCTTCCTGCACACACGTATATACCAGAACAAGATG
AAGAACTTCATTCTCTTGGCTGTTTCTTCCATCCTGTTGGTGGACTTGTTCCCCACGCACTGCGGGCACAATGTAGATCTGT
CCAAGGCCATAAATTTAAATGGAGTAAACTTCAATAATGTAGACGCCAGTTCACTTGGCGCGGCACACGTAGGACAAAGT
GCTAGCCGAGGCAGAGGACTTGGTGAGAACCCAGATGACGAGGAAGGAGATGCTAAAAAAAAAAAGGATGGAAAGAAA
GCAGAACCAAAAAATCCACGTGAAAATAAGCTGAAACAACCAGGAGACAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGACAGA
GCAGATGGACAGCCAGCAGGTGATAGAGCAGATGGACAACCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAACCAGCAGGAGAT
AGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGACAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGACAGAGCAGATGGACAACCAGCAGGA
GACAGAGCAGATGGACAACCAGCAGGTGATAGAGCAGCTGGACAACCAGCAGGTGATAGAGCAGCTGGACAACCAGCA
GGAGATAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGATGGACAGCCA
GCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAG
CCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGA
CAGCCAGCAGGAAATGGTGCAGGTGGACAGGCAGCAGGAGGAAACGCAGGAGGAGGACAGGGACAAAATAATGAAGGT
GCGAATGCCCCAAATGAAAAGTCTGTGAAAGAATACCTAGATAAAGTTAGAGCTACCGTTGGCACCGAATGGACTCCATG
CAGTGTAACCTGTGGAGTGGGTGTAAGAGTCAGAAGAAGAGTTAATGCAGCTAACAAAAAACCAGAGGATCTTACTTTGA
ATGACCTTGAGACTGATGTTTGTACAATGGATAAGTGTGCTGGCATATTTAACGTTGTGAGTAATTCATTAGGGCTAGTCA
TATTGTTAGTCCTAGCATTATTCAATTAAGTAGCTGACATCCATTATTTTCGGCGTCCTCCACGGTGCATATTAAGTGTTTT
GTGTTTTGTACATGCACATAAATACTTGCCCGTAGGGACATGATTTTTTTCCCTTTCTTATGAATGTTCCCTGCTGTTTGCAC
GTAACTGTATGTACGTGCGCGTAAGGCATAGTAAGTAACACCTCTTACACATTATGCGCTTACGCACAATCAGTTGTGCAA
TTCTAGAAAACACGATATGAGTATTTTTAAACACTTATCGTCCAAAAAAACAAAAAAAACAGAAAAAACAGAAAAAACA
GAAAAAACAAAAAAAAACAAAAAAAAACAAAAAAAAACAAAAAAAACACATTTATATTAACTTTTCCTTTTTGATTGAC
CCTTTTTTGACGTATATTTTTTTTTTTTTTTCGTATGTATTATATATACTGCTTAACGTAGAGAACTTAAATTTTGAGAATGT
ATTTTTTTTTAACAAGTTAAAAAAAGAACTGGTATTTTTGGGAATTCAAAAAATTTGCAAATTCAAAAGAGGCGAGTTAAA
ATTTGCGCCGTGGCAAACGGGGTGCGTGCGGGAGTCGTGCAAATGTGGCTTATATCCGGGGG 
 
 
VK247 
 
ATGAAGAACTTCATTCTCTTGGCTGTTTCTTCCATCCTGTTGGTGGACTTGTTCCCCACGCACTGCGGGCACAATGTAGATC
TGTCCAAGGCCATAAATTTAAATGGAGTAGGCTTCAATAATGTAGACGCCAGTTCACTTGGCGCGGCACACGTAGGACAA
AGTGCTAGCCGAGGCAGAGGACTTGGTGAGAACCCAGATGACGAGGAAGGAGATGCTAAAAAAAAAAAGGATGGAAAG
AAAGCAGAACCAAAAAATCCACGTGAAAATAAGCTGAAACAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGATCAACCAGGAGCA
AATGGGGCAGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGACGATCAACCAGGA
GCAAATGGGGCAGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCTGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGTAATCAACCAG
GAGCAAATGGAGCAGGTGATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGATGATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGCAATCAAC
CAGGAGCAAATGGGGCAGGTAATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGATC
AACCAGGAGCAAATGGGGCTGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGCA
ATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGTAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCTGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAG
GTAATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGGACAGGCAGCAGGAGGAAATGCTGCAAACAAAAAGGCAGGAGACGCAG
GAGCAGGACAGGGACAAAATAATGAAGGTGCGAATGCCCCAAATGAAAAGTCTGTGATAGAATACCTAGATAAAGTTAG
AGCTACCGTTGGCACCGAATGGACTCCATGCAGTGTAACCTGTGGAGTGGGTGTAAGAGTCAGAAGAAGAGTTAATGCAG
CTAACAAAAAACCAGAGGATCTTACTTTGAATGACCTTGAGACTGATGTTTGTACAATGGATAAGTGTGCTGGCATATTTA
ACGTTGTGAGTAATTCATTAGGGCTAGTCATATTGTTAGTCCTAGCATTATTCAATTAA 
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Anexos 
 
 
P.vivax-like 
 
ATGAAGAACTTCATTCTCTTGGCCGTTTCTTCCATCCTGTTGGTGGACTTGTTCCCCACACACTGCGGGCATAATGTAGATC
TCTCCAGGGCCATAAATTTAAATGGAGTAAGCTTCAATAATGTAGACGCCAGTTCACTTGGCGCACGACAGGTAAGACAA
AGTGCTAGCCGAGGCAGAGGACTTGGTGAGAACCCAAAAGACGATGAAAAAGCTGATAAACCAAAAAAAAAGGACGAA
AAAAAAGTAGAACCAAAAAAGCCACATGAAAATAAGCTGAAACAACCAGTCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGCGGAGCA
GCAGCCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGTGCAAATCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGTG
CAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAATCAGGAAG
GCGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGTGCAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAG
CCCCAGGAGCAAACCAGGAAGGCGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGCGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAA
ATCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGAGCAAACCAGGAAGGTG
GAGCAGCAGCACCAGGAGCAAACCAGGGAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGAGCAAACCAGGGAGGTGGAGCAGCAGCAC
CAGGAGCAAACCAGGGAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGAGCAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGAGCAAACC
AGGGAGGTGCAAAGTCAGCAGGAGGACAGGGACAAAATAATGAAGGTGCGAATAAGCCAGATGAAAAGCATGTGAAAG
AATACCTAGAGAAAATTAGATCTACCGTTGGCACCGAATGGACTCCATGCAGTGTAACCTGTGGAAAGGGTGTAAGAGTT
AGAAGAAAACTTAGTGCAGGTGACAAAAAACCAGATAAGCTTACTCTGAATGACCTTGAGGCAGAAGTTTGTACAATGGA
TAAGTGCTCTGGCATATTTAACGTTGTGAGTAATTCATTAGGGCTAGTCATATTGTTAGTCCTAGCATTATTCAATTAA 

 
a Os oligonucleotídeos iniciadores foram desenhados no programa Word. 
 

 

 

 

1.2. Oligonucleotídeos iniciadores PA1 (5’-AAATAAGCTGAAACAACCA– 3’) e PA2  
(5’- TCCACAGGTTACACTGCATGG -3’) 
 
VK210: 
 
CTGCATAAGGCAAACTCACAAACATCCAAAAAAATATACATATATATATTTATATACACGTGTATATATTATTAAGCGGCT
TAAGTTAAGCAAGCAAAACAGCCAAAGGCCTACAAGTGTAAACAGCTTCCTGCACACACGTATATACCAGAACAAGATG
AAGAACTTCATTCTCTTGGCTGTTTCTTCCATCCTGTTGGTGGACTTGTTCCCCACGCACTGCGGGCACAATGTAGATCTGT
CCAAGGCCATAAATTTAAATGGAGTAAACTTCAATAATGTAGACGCCAGTTCACTTGGCGCGGCACACGTAGGACAAAGT
GCTAGCCGAGGCAGAGGACTTGGTGAGAACCCAGATGACGAGGAAGGAGATGCTAAAAAAAAAAAGGATGGAAAGAAA
GCAGAACCAAAAAATCCACGTGAAAATAAGCTGAAACAACCAGGAGACAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGACAGA
GCAGATGGACAGCCAGCAGGTGATAGAGCAGATGGACAACCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAACCAGCAGGAGAT
AGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGACAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGACAGAGCAGATGGACAACCAGCAGGA
GACAGAGCAGATGGACAACCAGCAGGTGATAGAGCAGCTGGACAACCAGCAGGTGATAGAGCAGCTGGACAACCAGCA
GGAGATAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGATGGACAGCCA
GCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAG
CCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGA
CAGCCAGCAGGAAATGGTGCAGGTGGACAGGCAGCAGGAGGAAACGCAGGAGGAGGACAGGGACAAAATAATGAAGGT
GCGAATGCCCCAAATGAAAAGTCTGTGAAAGAATACCTAGATAAAGTTAGAGCTACCGTTGGCACCGAATGGACTCCATG
CAGTGTAACCTGTGGAGTGGGTGTAAGAGTCAGAAGAAGAGTTAATGCAGCTAACAAAAAACCAGAGGATCTTACTTTGA
ATGACCTTGAGACTGATGTTTGTACAATGGATAAGTGTGCTGGCATATTTAACGTTGTGAGTAATTCATTAGGGCTAGTCA
TATTGTTAGTCCTAGCATTATTCAATTAAGTAGCTGACATCCATTATTTTCGGCGTCCTCCACGGTGCATATTAAGTGTTTT
GTGTTTTGTACATGCACATAAATACTTGCCCGTAGGGACATGATTTTTTTCCCTTTCTTATGAATGTTCCCTGCTGTTTGCAC
GTAACTGTATGTACGTGCGCGTAAGGCATAGTAAGTAACACCTCTTACACATTATGCGCTTACGCACAATCAGTTGTGCAA
TTCTAGAAAACACGATATGAGTATTTTTAAACACTTATCGTCCAAAAAAACAAAAAAAACAGAAAAAACAGAAAAAACA
GAAAAAACAAAAAAAAACAAAAAAAAACAAAAAAAAACAAAAAAAACACATTTATATTAACTTTTCCTTTTTGATTGAC
CCTTTTTTGACGTATATTTTTTTTTTTTTTTCGTATGTATTATATATACTGCTTAACGTAGAGAACTTAAATTTTGAGAATGT
ATTTTTTTTTAACAAGTTAAAAAAAGAACTGGTATTTTTGGGAATTCAAAAAATTTGCAAATTCAAAAGAGGCGAGTTAAA
ATTTGCGCCGTGGCAAACGGGGTGCGTGCGGGAGTCGTGCAAATGTGGCTTATATCCGGGGG 
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VK247 
 
ATGAAGAACTTCATTCTCTTGGCTGTTTCTTCCATCCTGTTGGTGGACTTGTTCCCCACGCACTGCGGGCACAATGTAGATC
TGTCCAAGGCCATAAATTTAAATGGAGTAGGCTTCAATAATGTAGACGCCAGTTCACTTGGCGCGGCACACGTAGGACAA
AGTGCTAGCCGAGGCAGAGGACTTGGTGAGAACCCAGATGACGAGGAAGGAGATGCTAAAAAAAAAAAGGATGGAAAG
AAAGCAGAACCAAAAAATCCACGTGAAAATAAGCTGAAACAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGATCAACCAGGAGCA
AATGGGGCAGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGACGATCAACCAGGA
GCAAATGGGGCAGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCTGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGTAATCAACCAG
GAGCAAATGGAGCAGGTGATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGATGATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGCAATCAAC
CAGGAGCAAATGGGGCAGGTAATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGATC
AACCAGGAGCAAATGGGGCTGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGCA
ATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGTAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCTGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAG
GTAATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGGACAGGCAGCAGGAGGAAATGCTGCAAACAAAAAGGCAGGAGACGCAG
GAGCAGGACAGGGACAAAATAATGAAGGTGCGAATGCCCCAAATGAAAAGTCTGTGATAGAATACCTAGATAAAGTTAG
AGCTACCGTTGGCACCGAATGGACTCCATGCAGTGTAACCTGTGGAGTGGGTGTAAGAGTCAGAAGAAGAGTTAATGCAG
CTAACAAAAAACCAGAGGATCTTACTTTGAATGACCTTGAGACTGATGTTTGTACAATGGATAAGTGTGCTGGCATATTTA
ACGTTGTGAGTAATTCATTAGGGCTAGTCATATTGTTAGTCCTAGCATTATTCAATTAA 
 
 
P.vivax-like 
 
ATGAAGAACTTCATTCTCTTGGCCGTTTCTTCCATCCTGTTGGTGGACTTGTTCCCCACACACTGCGGGCATAATGTAGATC
TCTCCAGGGCCATAAATTTAAATGGAGTAAGCTTCAATAATGTAGACGCCAGTTCACTTGGCGCACGACAGGTAAGACAA
AGTGCTAGCCGAGGCAGAGGACTTGGTGAGAACCCAAAAGACGATGAAAAAGCTGATAAACCAAAAAAAAAGGACGAA
AAAAAAGTAGAACCAAAAAAGCCACATGAAAATAAGCTGAAACAACCAGTCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGCGGAGCA
GCAGCCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGTGCAAATCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGTG
CAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAATCAGGAAG
GCGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGTGCAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAG
CCCCAGGAGCAAACCAGGAAGGCGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGCGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAA
ATCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGAGCAAACCAGGAAGGTG
GAGCAGCAGCACCAGGAGCAAACCAGGGAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGAGCAAACCAGGGAGGTGGAGCAGCAGCAC
CAGGAGCAAACCAGGGAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGAGCAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGAGCAAACC
AGGGAGGTGCAAAGTCAGCAGGAGGACAGGGACAAAATAATGAAGGTGCGAATAAGCCAGATGAAAAGCATGTGAAAG
AATACCTAGAGAAAATTAGATCTACCGTTGGCACCGAATGGACTCCATGCAGTGTAACCTGTGGAAAGGGTGTAAGAGTT
AGAAGAAAACTTAGTGCAGGTGACAAAAAACCAGATAAGCTTACTCTGAATGACCTTGAGGCAGAAGTTTGTACAATGGA
TAAGTGCTCTGGCATATTTAACGTTGTGAGTAATTCATTAGGGCTAGTCATATTGTTAGTCCTAGCATTATTCAATTAA 
 
 
a Os oligonucleotídeos iniciadores foram desenhados no programa Word. 
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Anexo B - Determinação da especificidade de cada oligonucleotídeo iniciador ao gene 

da CSP b 

2.1. Teste com PR1 

 

2.2. Teste com PR2 
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2.3. Teste com PA1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4. Teste com PA2 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

b Programa BLAST – Nucleotide-nucleotide (blastn). Disponível em:  
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast> Acesso em: 12 maio 2005. 
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Anexo C - Análise conformacional dos oligonucleotídeos iniciadores para investigar a 

possibilidade de formação de estrutura secundária (dimmer-primer) c  

 

 

3.1. Análise da formação de homodímeros 

 

 3.1.1. PR1 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
c Programa Integrated DNA Technologies (IDT) – SciTools – OligoAnalizer 3.0. Disponível em: 

<http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/. Acesso em: 12 maio 2005. 
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3.1.2. PR2 

.  

3.1.3. PA1 

 
c Programa Integrated DNA Technologies (IDT) – SciTools – OligoAnalizer 3.0. Disponível em: 

<http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/. Acesso em: 12 maio 2005. 
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3.1.4. PA2 

 
3.2. Análise da formação de heterodímeros 

 3.2.1. PR1/PR2 
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3.2.2. PA1/PA2 

 
 3.2.3. PR1/PA2 

 
c Programa Integrated DNA Technologies (IDT) – SciTools – OligoAnalizer 3.0. Disponível em: 

<http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/. Acesso em: 12 maio 2005. 
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3.2.3. PA1/PR2 

 
 

 
 

 
c Programa Integrated DNA Technologies (IDT) – SciTools – OligoAnalizer 3.0. Disponível em: 

<http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/. Acesso em: 12 maio 2005. 
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Anexo D – Sítios de corte e tamanho dos fragmentos formados pelas enzimas de 
restrição Alu I e Dpn I d 

 
 

ENZIMA ALUI (AG/CT) 
 

4. Fragmento amplificado com os oligonucleotídeos iniciadores PR1 e PR2 
 
4.1 Sítios de corte e tamanho dos fragmentos 
 
 
VK210 
 
TGAAAATAAG 10pb 
CTGAAACAACCAGGAGACAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGACAGAGCAGATGGACAG 
CCAGCAGGTGATAGAGCAGATGGACAACCAGCAGGAGATAGAGCAG 106pb 
CTGGACAACCAGCAGGAGATAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGACAGAGCAGATGGACAGCCAGCAG
GAGACAGAGCAGATGGACAACCAGCAGGAGACAGAGCAGATGGACAACCAGCAGGTGATAGAGCAG 
135pb 
CTGGACAACCAGCAGGTGATAGAGCAG 27pb 
CTGGACAACCAGCAGGAGATAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAG 54pb 
CTGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAG 54pb 
CTGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAG 54pb 
CTGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAG 27pb 
CTGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAG 27pb 
CTGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAG 27pb 
CTGGACAGCCAGCAGGAAATGGTGCAGGTGGACAGGCAGCAGGAGGAAACGCAGGAGGAGGACAGGGAC
AAAATAATGAAGGTGCGAATGCCCCAAATGAAAAGTCTGTGAAAGAATACCTAGATAAAGTTAGAG 135pb 
CTACCGTTGGCACCGAATGGACTCCATGCAGTGTAACC 38pb 
 
 
VK247 
 
TGAAAATAAG 10pb 
CTGAAACAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGCAATCAACCAGGAG
CAAATGGGGCAGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGACGATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGCA
ATCAACCAGGAGCAAATGGGGCTGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGTAATCAACCAGGAGCAAA
TGGAGCAGGTGATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGATGATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGCAATCAA
CCAGGAGCAAATGGGGCAGGTAATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGATCAACCAGGAGCAAATGGAG
CAGGTGATCAACCAGGAGCAAATGGGGCTGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGATCAACCAGG
AGCAAATGGGGCAGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGTAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCTGGC
AATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGTAATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGGACAGGCAGCAGGA
GGAAATGCTGCAAACAAAAAGGCAGGAGACGCAGGAGCAGGACAGGGACAAAATAATGAAGGTGCGAAT
GCCCCAAATGAAAAGTCTGTGATAGAATACCTAGATAAAGTTAGAG 673pb 
CTACCGTTGGCACCGAATGGACTCCATGCAGTGTAACC 38pb 
 
 
 
 
 
. d Os sítios de corte e o tamanho dos fragmentos de restrição foram determinados no 
programa Word. 
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P.vivax-like 
 
TGAAAATAAG 10pb 
CTGAAACAACCAGTCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGCGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGTG
GAGCAGCAGCCCCAGGTGCAAATCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGTGCAAACCAGGAAGGTGGAGC
AGCAGCCCCAGGAGCAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGCGGAGCAGC
AGCCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGTGCAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCC
CCAGGAGCAAACCAGGAAGGCGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGCGGAGCAGCAGCCCCA
GGAGCAAATCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGA
GCAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGAGCAAACCAGGGAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGAGCA
AACCAGGGAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGAGCAAACCAGGGAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGAGCAAAC
CAGGAAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGAGCAAACCAGGGAGGTGCAAAGTCAGCAGGAGGACAGGGACAA
AATAATGAAGGTGCGAATAAGCCAGATGAAAAGCATGTGAAAGAATACCTAGAGAAAATTAGATCTACCG
TTGGCACCGAATGGACTCCATGCAGTGTAACC 726pb 
 
 
 
4.2 Esquema do tamanho dos fragmentos formados após a digestão 
 
 
  
 
 

 
 
           
. d Os sítios de corte e o tamanho dos fragmentos de restrição foram determinados no 
programa Word. 

673 

726 
Diferença de 53pb 

 
 
 
135 
 
106 
 
 
 
 
54 
 
38 
 
27 
 
10 

 

VK210               VK247          P.vivax-like 
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ENZIMA Dpn I (GA/TC) 

 
5. Fragmento amplificado com os oligonucleotídeos iniciadores PR1 e PR2 
  
5.1 Sítios de corte e tamanho dos fragmentos 
 
VK210 – não possui nenhum sítio de corte 
 
TGAAAATAAGCTGAAACAACCAGGAGACAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGACAGAGCAGATGGACA
GCCAGCAGGTGATAGAGCAGATGGACAACCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAACCAGCAGGAGATAG
AGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGACAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGACAGAGCAGATGGACAACC
AGCAGGAGACAGAGCAGATGGACAACCAGCAGGTGATAGAGCAGCTGGACAACCAGCAGGTGATAGAGC
AGCTGGACAACCAGCAGGAGATAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAGCCAGC
AGGAGATAGAGCAGATGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGA
TGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAGCCAGCAGG
AGATAGAGCAGCTGGACAGCCAGCAGGAGATAGAGCAGCTGGACAGCCAGCAGGAAATGGTGCAGGTGGA
CAGGCAGCAGGAGGAAACGCAGGAGGAGGACAGGGACAAAATAATGAAGGTGCGAATGCCCCAAATGAA
AAGTCTGTGAAAGAATACCTAGATAAAGTTAGAGCTACCGTTGGCACCGAATGGACTCCATGCAGTGTAAC
C  694pb 
 
VK247 
 
TGAAAATAAGCTGAAACAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGA 42pb 
TCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGCAATCAACCAGGAGCAAAT
GGAGCAGACGA 81pb 
TCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCTGGCAATCAACCAGGAGCAAAT
GGGGCAGGTAATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGA 108pb 
TCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGATGA 27pb 
TCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGTAATCAACCAGGAGCAAAT
GGAGCAGGTGA 81pb 
TCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGA 27pb 
TCAACCAGGAGCAAATGGGGCTGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGA 54pb 
TCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGTAATCAACCAGGAGCAAAT
GGGGCTGGCAATCAACCAGGAGCAAATGGGGCAGGTAATCAACCAGGAGCAAATGGAGCAGGTGGACAGG
CAGCAGGAGGAAATGCTGCAAACAAAAAGGCAGGAGACGCAGGAGCAGGACAGGGACAAAATAATGAAG
GTGCGAATGCCCCAAATGAAAAGTCTGTGATAGAATACCTAGATAAAGTTAGAGCTACCGTTGGCACCGAA
TGGACTCCATGCAGTGTAACC 301pb 
 
 
P. vivax-like 
 
TGAAAATAAGCTGAAACAACCAGTCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGCGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAAT
CAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGTGCAAATCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGTGCAAACCAGG
AAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAATCAGGAAG
GCGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGTGCAAACCAGGAAGGTG
GAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAACCAGGAAGGCGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGCGGAG
CAGCAGCCCCAGGAGCAAATCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCCCCAGGAGCAAACCAGGAAGGTGGAGCAG
CAGCACCAGGAGCAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGAGCAAACCAGGGAGGTGGAGCAGCAG
CACCAGGAGCAAACCAGGGAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGAGCAAACCAGGGAGGTGGAGCAGCAGCAC
CAGGAGCAAACCAGGAAGGTGGAGCAGCAGCACCAGGAGCAAACCAGGGAGGTGCAAAGTCAGCAGGAG
GACAGGGACAAAATAATGAAGGTGCGAATAAGCCAGATGAAAAGCATGTGAAAGAATACCTAGAGAAAAT
TAGA 697pb 
TCTACCGTTGGCACCGAATGGACTCCATGCAGTGTAACC 39pb 
. d Os sítios de corte e o tamanho dos fragmentos de restrição foram determinados no 
programa Word. 
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5.2 Esquema do tamanho dos fragmentos formados após a digestão 
 
 
  
 
 

 
 
           
 
 
 
 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 d Os sítios de corte e o tamanho dos fragmentos de restrição foram determinados no 
programa Word. 

694 697 

Diferença de 396pb 
301 

108 

81 

54 
42 

27 

39 

 

VK210               VK247          P.vivax-like 
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Anexo E – Confirmação do tamanho dos fragmentos formados pelas enzimas de 

restrição Alu I e Dpn I e 

 
 
 

ENZIMA ALUI (AG/CT) 
 

VK210 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
e Programa NEBcutter. Disponível em: http://tools.neb.com. Acesso em: 20 out. 2005. 
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VK247 
 

 
 
P. vivax-like 
 

 
 
e Programa NEBcutter. Disponível em: http://tools.neb.com. Acesso em: 20 out. 2005. 
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ENZIMA Dpn I (GA/TC) 

VK210  
 - Não possui nenhum sítio de corte para a enzima DpnI, formando um fragmento de 694 
pb. 
VK247 

 
 
P. vivax-like 

 e Programa NEBcutter. Disponível em: http://tools.neb.com. Acesso em: 20 out. 2005. 


