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RESUMO

O diagnostico eficiente de malaria € um dos principais desafios enfrentados
pelos programas de controle e eliminagdo da doenga, sendo necessaria a correta
identificacdo do parasito, em nivel de espécie, para definicdo do esquema
terapéutico e consequente interrupcao do ciclo de transmissdo. Entretanto, estima-
se que a maior parte das infec¢cdes malaricas apresenta carga parasitaria abaixo do
limite de deteccéo do diagndéstico de rotina, a microscopia éptica. Achados recentes
sugerem que as infeccbes submicroscOpicas sdo mais prevalentes em areas de
baixa transmissdo com predominio de P. vivax, como é o caso da Amazbnia
Brasileira. O presente trabalho propds determinar, retrospectivamente, a prevaléncia
de malaria microscopica e submicroscopica em uma populacdo de assentamento
agricola da Amazonia Brasileira com histérico de longa exposicdo a doenca. Para
isto, o desenho experimental incluiu seis cortes transversais (2008 a 2017),
correspondendo a periodos de alta e baixa transmissdo de maléria na area de
estudo. O diagndstico parasitologico foi conduzido por microscopistas experientes e
0s ensaios moleculares foram realizado através de protocolos de PCR em tempo
real (qQPCR) baseados em alvos ribossomais (18S SSU rRNA — R-gPCR) e néo
ribossomais (Pvr47/Pfr364 — NR-qgPCR). No total de amostras estudadas (n=689) foi
possivel demonstrar que o uso de ferramentas moleculares aumentou em
aproximadamente seis vezes a prevaléncia de infeccbes maléaricas, sendo que as
infeccbes submicroscopicas corresponderam a, aproximadamente, 85% do total de
casos de malaria diagnosticadas no estudo. O P. vivax foi a espécie predominante,
seguido por P. falciparum e, em menor extensdo, o P. malariae, que foi detectado
apenas pelos protocolos moleculares. Embora o uso simultdneo de dois protocolos
moleculares ndo tenha aumentado significativamente as chances de se detectar
malaria submicroscopica, a NR-qPCR apresentou maior sensibilidade,
particularmente no diagndstico de infeccbes mistas por P. falciparum e P. vivax. A
flutuac&o nos niveis de transmissédo de malaria na area estudada néo influenciou na
proporcao entre malaria submicroscopica e microscopica ao longo do estudo. De
relevancia, infeccbes submicroscopicas foram detectadas mesmo no periodo de
baixa transmissdo quando nenhuma infeccdo microscopica foi diagnosticada na
area. A estratificacdo da populacdo de acordo com caracteristicas demograficas e
epidemiologicas sugere que individuos de ambos os sexos estavam igualmente
expostos a transmissdo de malaria, sendo a infeccdo mais prevalente na populacéo
ribeirinha quando comparado aos nao ribeirinhos. De interesse, os resultados aqui
encontrados reforcam que na populacdo estudada a exposi¢cado continua a niveis
relativamente baixos de transmissdo de malaria, levou ao desenvolvimento de
imunidade contra os parasitos, caracterizada aqui pela diminuicdo da parasitemia
com o aumento da idade e o tempo de residéncia na Amazénia. Em conjunto os
dados aqui apresentados confirmam a importancia de se avaliar infeccbes
submicroscopicas nas areas endémicas brasileiras, particularmente onde exista
predominancia do P. vivax.

Palavras-chave: Maléaria; Plasmodium; infec¢cdes submicroscopicas; diagndéstico
molecular; PCR.



ABSTRACT

The efficient diagnosis of malaria is one of the main challenges faced by the
disease control and elimination programs, requiring the correct identification of the
parasite, at the species level, to define the therapeutic scheme and consequent
interruption of the transmission cycle. However, it is estimated that most malarial
infections have a parasitic load below the detection limit of routine diagnosis, optical
microscopy. Recent findings suggest that submicroscopic infections are more
prevalent in areas of low transmission with a predominance of P. vivax, like the
Brazilian Amazon. The present work proposed to determine, retrospectively, the
prevalence of microscopic and submicroscopic malaria in an agricultural settlement
population in the Brazilian Amazon with a history of long exposure to the disease. For
this, the experimental design included six cross-sections (2008 to 2017),
corresponding to periods of high and low malaria transmission in the study area.
Parasitological diagnosis was conducted by experienced microscopists and
molecular assays were performed using real-time PCR (gPCR) protocols based on
ribosomal targets (18S SSU rRNA - R-gPCR) and non-ribosomal targets (Pvrd7 /
Pfr364 - NR-gPCR). In the total of samples studied (n = 689) it was possible to
demonstrate that the use of molecular tools increased the prevalence of malarial
infections by approximately six-fold, with submicroscopic infections corresponding to
approximately 85% of the total malaria cases diagnosed in the study. Plasmodium
vivax was the predominant species, followed by P. falciparum and P. malariae, which
was detected only by molecular protocols. Although the simultaneous use of two
molecular protocols did not significantly increase the chances of detecting
submicroscopic malaria, NR-gPCR was more sensitive, particularly in the diagnosis
of mixed infections by P. falciparum and P. vivax. The fluctuation in the levels of
malaria transmission in the studied area did not influence the proportion between
submicroscopic and microscopic malaria throughout the study. Of relevance,
submicroscopic infections were detected even in the low transmission period when
no microscopic infections were diagnosed in the area. The stratification of the
population according to demographic and epidemiological characteristics suggests
that individuals of both gender were equally exposed to the transmission of malaria,
being the most prevalent infection in the riverine population when compared to non-
riverine populations. Of interest, the results found here reinforce that in the studied
population, continuous exposure to relatively low levels of malaria transmission led to
the development of immunity against parasites, characterized here by the decrease
in parasitemia with increasing age and residence time in Amazon. Together, the data
presented here confirm the importance of assessing submicroscopic infections in
endemic areas in Brazil, particularly where P. vivax predominates.

Keywords: Malaria; Plasmodium; submicroscopic infections; molecular diagnosis;
PCR.
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1. INTRODUCAO

1.1. Panorama geral da malaria no mundo

A malaria € uma das principais doencas parasitarias, sendo provocada por
protozoarios do género Plasmodium e transmitida por mosquitos do género
Anopheles. Cinco espécies estdo normalmente associadas com a malaria humana:
Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi, sendo as duas
primeiras mais importantes do ponto de vista de saude publica. Enquanto P. vivax é
a espécie com maior distribuicdo geografica global P. falciparum é a espécie mais
patogénica, sendo frequentemente associado com casos mais graves pela doenca,

particularmente no continente africano, onde esta espécie predomina (WHO, 2019).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude estima-se que no ano de 2018
ocorreram aproximadamente 228 milhdes de casos de maléaria distribuidos em 87
paises e que resultaram em cerca de 405 mil mortes. Cerca de 85% dos casos de
malaria no mundo estdo distribuidos em 15 paises africanos e na india, sendo a
maior parte deles (99,7%) provocada por P. falciparum. Na regido das Américas a
maior parte dos casos de malaria (74,1%) € provocada por P. vivax (WHO, 2019).
Na figura 1 estdo representadas as taxas de incidéncia de malaria por pais com
risco de transmissdo da doenca, podendo confirmar que as maiores taxas (>250

casos por mil habitantes) se referem a paises africanos.
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Figura 1: Incidéncia global de malaria em 2018. As taxas de incidéncia foram representadas por pais
com risco de transmissdo. Fonte: Relatério anual de malaria da Organizacdo Mundial de Salde
(World malaria report, 2019).

Em relacdo as Américas, a incidéncia de malaria na regido vem aumentando
consideravelmente nos udltimos anos. Enquanto o numero de casos da doenca
notificados em 2014 foi 477 mil casos, ap0s uma série de aumentos, em 2018 foram
notificados 929 mil casos de malaria (WHO, 2019). No total, nove paises foram
responsaveis pelo aumento no numero de casos nas Américas. Dentre eles,
destacam-se a Venezuela, Brasil e Colémbia, responsaveis por mais de 80% do total
de casos registrados na regido. Embora Costa Rica, Equador e Nicaragua
representem uma parcela menor do numero de casos de malaria na regido, entre
2015 e 2018 houve um aumento de, pelo menos, 100% na incidéncia da doenca
nestes paises (WHO, 2019).

De grande importancia, o aumento do numero de caso de malaria na
Venezuela foi decorrente da grave crise soOcio-humanitaria que ocorre no pais
(WHO, 2019). De fato, entre os anos de 2000 e 2015, o pais registrou um aumento
de 205% no numero de casos da doenca. Em 2012 foi registrado o maior numero de
casos de maléaria na historia do pais, que em 1961 havia recebido a certificacdo da
Organizacdo Mundial de Saude pela erradicacdo da malaria em suas areas
populosas. A situacdo no pais intensifica o debate a respeito da necessidade de
esforcos em conjunto entre diferentes paises para o controle da doenca, uma vez

gue aproximadamente 78 e 81% dos casos importados diagnosticados no Brasil e
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na Colémbia, respectivamente, sdo provenientes da Venezuela (RECHT et al.,
2017).

Embora a maléaria provocada por P. vivax foi considerada, durante muito
tempo, uma infeccdo benigna, um nudmero significativo de evidéncias tem
demonstrado que infec¢cdes por este parasito podem estar associadas a casos
graves e 6bitos pela doenca (BARCUS et al., 2007; GENTON et al., 2008; TJITRA et
al., 2008), incluindo no Brasil (RIBEIRO; LACERDA; FERREIRA, 2008). Estes
achados tornam extremamente importante a implementacéo de medidas de controle

eficazes para esta espécie.

Os programas de eliminacdo da malaria enfrentam uma série de desafios
relacionados ao controle da doenca. Em relacdo a malaria por P. vivax, destaca-se a
alta prevaléncia de infeccbes submicroscopicas e assintomaticas, tanto em areas
com alta transmissdo da doenca quanto em areas de baixa transmissao
(FERREIRA; CASTRO, 2016; RECHT et al., 2017). A baixa parasitemia encontrada
nestas infec¢des dificulta a deteccdo dos parasitos pelos métodos usuais de
diagnostico fazendo com que os individuos infectados, e ndo tratados, atuem como
reservatorio da doenca (FERREIRA; CASTRO, 2016). Outro fator que dificulta o
controle desta espécie € a ocorréncia de recaidas ocasionadas pela ativacdo de
formas hepaticas dormentes do parasito, chamadas hipnozoitos. De fato, estima-se
gue em areas hiperendémicas para a doenca, as recaidas representam a maior

parte dos casos de maléria diagnosticados (CHU; WHITE, 2016).

Embora P. falciparum também possa causar infec¢cdes submicroscopicas
(SLATER et al., 2019), o principal desafio a eliminacdo da malaria provocada por
esta espécie é a ocorréncia de resisténcia as drogas atualmente disponiveis para o
tratamento da doenca (WHO, 2019). A resisténcia desta espécie a cloroquina,
principal droga no tratamento da malaria causada por P. vivax, foi descrita
inicialmente na década de 60 (MABERTI, 1960). Decorrente da alta resisténcia de P.
falciparum a esta droga, o tratamento da infec¢cdo provocada por este parasito é
realizado principalmente através da terapia combinada com derivados de
artemisinina (SVS, 2019). Entretanto, existem relatos de resisténcia de P. falciparum
a derivados de artemisinina em diversas regibes endémicas para maléaria
(DONDORP et al., 2009; WHO, 2011), sendo considerado um problema de saude
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publica no sudeste asiatico (AMARATUNGA et al., 2016; NA-BANGCHANG et al.,
2013).

Com o objetivo de auxiliar na eliminacdo da malaria no mundo e contornar 0s
desafios ao controle da doencga a Organizacdo Mundial de Saude lancou em 2015 a
estratégia técnica global para malaria 2016-2030 (Global technical strategy for
malaria 2016-2030, GTS). Dentre os pilares do GTS se destaca a garantia universal
do acesso a prevencdo, diagndstico e tratamento da malaria com o objetivo de
reduzir a incidéncia global da doenca em 90% até 2030 (WHO, 2015a).

1.2. Situacéao epidemioldgica da malaria no Brasil

Aproximadamente 99% dos casos notificados no Brasil ocorrem na regido da
Amazonia Legal, considerada a area endémica para a doenca (Figura 2) (RIBEIRO;
LACERDA; FERREIRA, 2008). A maior parte destes casos, cerca de 80%, é
causada pelo P. vivax, espécie cujos metodos de controle atuais (diagnostico e
tratamento oportuno) ndo tém apresentado resultados eficazes (FERREIRA;
CASTRO, 2016). No pais também existe a circulacdo de P. falciparum, P. malariae
(FERREIRA; CASTRO, 2016) e P. simium em regides de mata atlantica
(ALVARENGA, D. et al., 2015). Embora P. falciparum fosse responsavel por um
namero consideravel de casos de malaria notificados no pais, desde 1990, a
proporcao de casos causados por esta espécie vem diminuindo progressivamente.
Deve-se a isso, importantes marcos na saude publica brasileira, como a criacdo do
Sistema Unico de Salde e também a maior susceptibilidade desta espécie aos
meios adotados para controle de malaria no pais, que tinham como foco principal a
reducdo do tempo entre o inicio dos sintomas e o tratamento (SIQUEIRA et al.,
2016). Plasmodium malariae é considerada uma espécie subnotificada, uma vez que
o0 método de diagnostico normalmente empregado na rotina — exame microscopico
de gota espessa corada por Giemsa — pode levar ao diagnostico morfolégico
incorreto, sendo que esta espécie é geralmente confundida com outras espécies de
plasmaodio, particularmente P. vivax. Estudos utilizando ferramentas moleculares tém
sugerido uma alta prevaléncia deste parasito em algumas regiées (MCKENZIE;
JEFFERY; COLLINS, 2001), particularmente em populac¢des indigenas na Amazoénia

brasileira.
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Ao longo dos anos, o numero de casos de maléria notificado no pais diminuiu
progressivamente, sendo que entre os anos de 2010 e 2016 houve uma diminuigao
de aproximadamente 60% dos casos da doenca, sendo confirmados
aproximadamente 130 mil casos na Regido Amazobnica em 2016 (SVS, 2018).
Entretanto, de acordo com dados do Sistema de Vigilancia Epidemiolégica do
Ministério da Saude (SIVEP/MS), o nimero de infec¢cBes maléricas no pais voltou a
subir, sendo registrados cerca de 194.000 casos da doenca no ano de 2017, o que
representa um aumento de aproximadamente 50% na incidéncia de maléria na

regiao em relagéo ao ano anterior (SVS, 2018).

Legenda
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Figura 2: Mapa de risco da maléria no Brasil por municipio de infeccdo em 2018. Fonte: Sivep-

Malaria.

Embora a maior parte dos casos de malaria notificada no Brasil ocorra na
regido amazoénica alguns casos da doenca ainda sdo diagnosticados na regido
extra-amazonica (SVS, 2018). Enquanto a maior parte destes casos é importada de
areas endémicas, dentro e fora do pais, em regifes de Mata Atlantica casos de

transmissao autdctone tém sido reportados. Nesta regido, o parasito é transmitido,
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principalmente, pelo Anopheles (Kerteszia) cruzii, que tem como criadouros as
bromélias, estando entdo proximos de individuos em contato com as florestas
tropicais (DUARTE et al., 2013). A maior parte dos casos de malaria da regido de
mata atlantica € notificada como P. vivax, entretanto, através do uso de ferramentas
moleculares especificas, tem sido demonstrada uma alta prevaléncia de infeccbes
por P. simium (BRASIL et al., 2017; DE ALVARENGA et al., 2018). Esta espécie de
Plasmodium, que é morfoldgica e geneticamente similar a P. vivax é normalmente
associada com malaria de primatas ndo humanos, demonstrando um carater

zoonotico na maléaria de zona atlantica (ALVARENGA et al., 2015).

Apesar de o numero de casos de malaria registrados fora da regido
amazobnica seja bem menor em comparacdo a area endémica, a dificuldade e
consequente demora em se realizar o diagnéstico correto acarretam em uma maior

proporcao de casos graves da doenca e 6bitos (DE PINA-COSTA et al., 2014).

1.3. Ciclo de vida do plasmodio no homem

Os plasmodios possuem um complexo ciclo de vida que pode ser dividido em
duas fases: a fase assexuada ocorre no hospedeiro vertebrado, incluindo o homem,
e a fase sexuada ocorre no hospedeiro invertebrado, mosquitos do género

Anopheles (Figura 3).

Resumidamente, o homem é infectado através picada da fémea do mosquito
anofelino durante o repasto sanguineo no qual sédo inoculadas na pele as formas
conhecidas como esporozoitos (AMINO et al., 2006). Os esporozoitos, por sua vez,
podem permanecer no tecido subcutaneo por longos periodos, podendo estimular
uma resposta imune inicial e destruicdo de grande parte dos parasitos (WHITE et al.,
2014). Uma vez na corrente sanguinea, o restante dos esporozoitos atinge o
parénquima hepatico e infecta os hepatdcitos através de um complexo processo que
depende da migracdo do esporozoitos por varias células e de interacfes do tipo
ligante-receptor permitindo, por fim, a invasdo do hepatécito e desenvolvimento

dentro de um vacuolo parasitéforo (MOTA, 2001).

Dentro dos hepatécitos os parasitos se diferenciam em trofozoitos e, apds

sofrerem mdultiplas divisbes, em um processo de esquizogonia tecidual se
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diferenciam em esquizontes contendo merozoitos (STURM, 2006). Nas infec¢des
por P. vivax ou P. ovale, formas latentes, chamadas hipnozoitos, podem permanecer
nos hepatécitos por meses ou anos, sendo responsaveis pela ocorréncia de
recaidas quando reativadas por mecanismos, até entdo, desconhecidos
(KROTOSKI, 1989).

Ap6s varios ciclos de multiplicacdo, os merozoitos sao liberados dos
esquizontes hepaticos através de vesiculas chamadas merossomos e ddo origem ao
ciclo eritrocitico (STURM, 2006). Os merozoitos invadem entdo os eritrocitos através
de um complexo processo envolvendo diversas etapas, como reconhecimento,
reorientacdo e invasao e diversas interacdes entre proteinas do parasito e
receptores eritrociticos (COWMAN et al.,, 2017). Dentro dos eritrocitos, o0s
merozoitos perdem suas organelas apicais, se diferenciam em trofozoitos, jovens e
maduros, esquizontes, e, posteriormente, em merozoitos (MOTA, 2001). P. vivax é
uma espécie com preferéncia para invadir eritrocitos jovens, os reticulocitos, que
compdem cerca de 1% do total de eritrécitos, o que pode explicar, em parte, a baixa
parasitemia predominante dessa espécie (KANJEE et al., 2018; KITCHEN, 1938;
MALLERET; RENIA; RUSSELL, 2017).

Por fim, ocorre o rompimento da hemacia, liberando os merozoitos aptos para
invadir novas células e dar prosseguimento no ciclo. O ciclo eritrocitico é
responsavel por toda a patogenia da doenca, incluindo sintomas classicos em
pacientes com malaria, como febre, calafrios, dor de cabeca, entre outros. O
diagnostico da doenca também é realizado nesta etapa, uma vez que 0s parasitos

podem ser detectados na circulacéo periférica.

Apbs a ocorréncia de multiplas replicacdes nos eritrocitos, alguns parasitos se
diferenciam em gametécitos masculinos e femininos, formas infectantes para o
mosquito vetor, dando prosseguimento a transmissado da doenca (BARILLAS-MURY;
KUMAR, 2005). Para P. vivax, a producdo dos gametoOcitos ocorre precocemente,
contribuindo para a manutencdo da transmissdo por essa espécie, uma vez que o
individuo é capaz de infectar o mosquito antes mesmo de manifestar os sintomas e
iniciar o tratamento (FERREIRA; CASTRO, 2016).
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Figura 3: Representacdo esquematica do ciclo biolégico do parasito P. vivax no hospedeiro
vertebrado (humano) e no hospedeiro invertebrado (mosquito Anopheles). Fonte: Adaptado de
MUELLER et al., 2009.

1.4. Diagnostico de Malaria

O diagnoéstico eficiente de infecgcdes maléaricas, particularmente daquelas
caracterizadas por baixas parasitemias, € um dos principais desafios no contexto
atual dos programas de controle e eliminacédo da doenca. Isto porque nao existe um
método que seja altamente sensivel e especifico, de baixo custo e aplicavel em
situacbes de campo, incluindo regides isoladas sem energia elétrica
(WONGSRICHANALAI et al., 2007). Enquanto os métodos atualmente disponiveis
na rotina — microscopia e testes rapidos — tém se mostrado pouco eficientes nas
infeccbes onde a carga parasitaria € baixa, os métodos mais sensiveis — como a
amplificacdo de &cidos nucleicos — ainda ndo estéo disponiveis para o diagndstico
“point-of-care” (ROTH et al., 2016). Portanto, tornam-se necessarias pesquisas nesta
area, particularmente para avaliar a importancia das infec¢cdes submicroscopicas no
contexto dos programas de controle e eliminacdo da doenca em diferentes situagcbes

epidemioldgicas.
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1.4.1. Microscopia Optica

O diagndstico parasitolégico de rotina para a maléria € baseado na deteccao
do parasito no sangue através da analise microscopica da gota espessa corada com
giemsa. A gota espessa é uma técnica simples e de baixo custo, permitindo a
deteccdo direta do parasito, quantificacdo da densidade parasitaria e o
monitoramento da resposta do paciente ao tratamento, através da lamina de controle

de cura (SVS, 2009).

Diferentes métodos de quantificacdo do parasito através da gota espessa
podem ser utilizados, a avaliagdo semiquantitativa em cruzes é o método de
avaliagdo tradicionalmente utilizado no Brasil. Neste método, a parasitemia é
estimada em cruzes, que variam de meia cruz (+/2 — entre 40 e 60 parasitos em 100
campos microscopicos) a 4 cruzes (++++ - mais que 200 parasitos por campo
microscopico). Infecgdes com parasitemia abaixo de meia cruz devem ser anotados
0 numero de parasitos contados. Outros meétodos para se estimar a parasitemia
incluem o numero de parasitos por leucocitos, bem como o nimero de parasitos por

microlitro de sangue (SVS, 2009).

Embora a microscopia tenha sido considerada por muito tempo o padr&o-ouro
para o diagndstico, este ensaio possui diversas limitacbes, relacionadas
principalmente a baixa sensibilidade. Considera-se que o limite de deteccdo desta
técnica pode variar entre 20 a 100 parasitos por microlitro de sangue dependendo do
profissional que a realiza, o que leva a necessidade de microscopistas experientes e
equipamento de excelente qualidade (WONGSRICHANALAI et al., 2007;
ZIMMERMAN; HOWES, 2015). Outros fatores que influenciam no resultado incluem
a qualidade do material preparado, sendo necessaria boa coloracdo para que se

evitem resultados falso-positivos e falso-negativos.

Ferramentas baseadas em machine learning tém sido utilizadas para
automatizar a leitura de laminas de microscopia a fim de identificar e quantificar os
parasitos no sangue de individuos residentes em area endémica (POOSTCHI et al.,
2018). Desta forma, seria possivel fornecer um diagndstico em menor tempo e
diminuir os erros de leitura relacionados a falha humana. Os estudos iniciais que
utilizam esta metodologia se mostraram capazes de identificar, diferencialmente,
infecgbes por P. falciparum e/ou por P. vivax (POLLAK; HOURI-YAFIN; SALPETER,



22

2017). Embora a sensibilidade desta técnica seja inferior a de protocolos baseados
na amplificacdo do DNA do parasito a automag&o da microscopia tem o potencial de
auxiliar no diagndstico em larga escala, principalmente em areas hiperendémicas
para maléria (POOSTCHI et al., 2018; TORRES et al., 2018).

1.4.2. Testes Rapidos

Os testes rapidos (Rapid Diagnostics Tests - RDTSs), ou ensaios
imunocromatograficos em membrana de celulose, séo testes que utilizam anticorpos
monoclonais e policlonais para detectar antigenos do parasito circulantes no sangue
de pacientes (WHO, 2015b). Os testes rapidos se apresentam como uma boa
ferramenta para auxiliar no diagnoéstico da malaria, principalmente quando utilizados
em locais de dificil acesso ou em hospitais para triagens e confirmacdo de
diagnostico, sobretudo fora de area endémica, onde o acesso a microscopistas
experientes é limitado (MOUATCHO; DEAN GOLDRING, 2013).

Apesar de sua importancia no diagnéstico e controle da doenca, os RDTs
apresentam uma série de limitacdes que dificultam seu uso de forma ampla, como a
baixa sensibilidade, inferior ao diagnostico microscopico (>100 parasitos/pL),
gualidade do kit, variacdo entre lotes, antigeno utilizado e o método de estocagem
do mesmo, uma vez que alguns kits possuem baixa estabilidade em condi¢cées com
alta umidade e temperatura, como € o0 caso de regides tropicais (MOUATCHO;
DEAN GOLDRING, 2013; ROBINSON et al., 2015; WONGSRICHANALAI et al.,
2007).

Atualmente, mdltiplos antigenos podem ser utilizados na identificacdo de
infeccBes maléricas através de RDTs. A maior parte dos testes rapidos disponiveis
no mercado é capaz de identificar especificamente P. falciparum e/ou infeccbes por
outras espécies de Plasmodium. Aproximadamente 90% destes testes utiliza a
Proteina Rica em Histidina 2 de P. falciparum (PfHRP2). A PfHRP2 € uma proteina
estavel, especifica de P. falciparum e que apresenta alta correlacdo com a
densidade parasitaria, sendo considerada durante muito tempo, um bom marcador
da infecgdo por este parasito. Entretanto, diversos estudos tém demonstrado uma
alta variabilidade genética no gene que codifica esta proteina e circulacdo de cepas
com a delecdo deste gene (KRAMPA et al.,, 2017; LUCHAVEZ et al.,, 2011;
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MOUATCHO; DEAN GOLDRING, 2013), incluindo no Brasil (RACHID VIANA et al.,
2017). Considerando isso, a maior parte dos testes utiliza uma combinagdo de
diferentes antigenos para garantir maior sensibilidade e especificidade no
diagnéstico da malaria.

A proteina lactato desidrogenase dos plasmédios (pLDH) é uma importante
enzima envolvida nas vias glicoliticas de plasmédio, sendo, portanto, essencial para
a producdo energética do parasito. Os testes baseados neste antigeno podem
utilizar epitopos comuns para todas as espécies de Plasmodium, uma vez que a
proteina apresenta regifes extremamente conservadas, ou podem utilizar regides
especificas que permitam diferenciar as especificidades de cada espécie.
Entretanto, os testes baseados na pLDH tém apresentado baixa acuracia em
infeccbes com baixas parasitemias, tendo resultados inferiores a protocolos

baseados em outros antigenos.

Outra proteina bastante utilizada em testes rapidos € a aldolase, uma proteina
gue também esta envolvida na via glicolitica do parasito. Poucos trabalhos
comparam a eficacia deste alvo com os outros citados, sendo bastante utilizada em
conjunto com PfHRP2 para o diagnostico de P. falciparum ou ndo P. falciparum
(pan) (MOUATCHO; DEAN GOLDRING, 2013).

1.4.3. Diagnostico Molecular

Devido, principalmente, & sua alta sensibilidade, o uso de ferramentas
moleculares no diagnoéstico de malaria tem se tornado importante, sobretudo em
areas proximas a eliminacdo da doenca ou em regibes endémicas onde o0s
individuos apresentam baixas parasitemias. Dentre as ferramentas moleculares
atualmente disponiveis para o diagnostico e estudo da doenca destacam-se
protocolos baseados na amplificacdo do DNA do parasito, como a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) e suas variacfes, como a Nested-PCR (SNOUNOU et al.,
1993) e PCR em tempo real (gPCR) (ZIMMERMAN; HOWES, 2015) e também o
LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification).

O LAMP ou amplificacdo isotérmica mediada por loop é uma técnica que

utiliza maltiplos iniciadores e baseia-se na amplificacdo isotérmica do DNA (entre
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60°C e 65°C) pela acdo da Bst DNA polymerase, que dispensa o0 passo de
desnaturacao presente na PCR (CHARPENTIER et al., 2019; ORIERO et al., 2015).
Em comparagdo com a PCR, o LAMP é uma técnica aparentemente mais simples,
mais rapida e mais barata. Além disso, o resultado do ensaio pode ser visualizado
através de turbidez ou fluorescéncia, dispensando a manipulacéo pés-amplificacéo e
permitindo o uso deste método em regibes remotas. Embora diversos protocolos
baseados no LAMP para o diagndstico e estudo molecular de resisténcia dos
parasitos malaricos tenham sido descritos atualmente (ANINAGYEI et al., 2019;
CHARPENTIER et al., 2019; MOHON et al., 2019), os estudos sobre sua aplicacao
no diagnostico de infecgbes subpatentes tém demonstrado sensibilidade variavel
(KOLLENDA et al., 2018). De fato, em um trabalho que teve como objetivo avaliar de
um protocolo de LAMP adaptado para o diagndstico de pacientes em campo
demonstrou um baixo desempenho da técnica na deteccdo espécie-especifica de
plasmodio (KOLLENDA et al., 2018).

Protocolos baseados na PCR destacam-se devido a sua alta sensibilidade,
sendo teoricamente capaz de detectar e, no caso da gPCR, quantificar parasitemias
menores que um parasito por microlitro de sangue. A alta sensibilidade e
especificidade, sendo capaz de diferenciar as espécies de Plasmodium, sugerem
gue estas técnicas tém maior potencial para contribuir na identificacdo apropriada
das infec¢cdes malaricas, como exigido pelos programas e estratégias de eliminacéo
da malaria no mundo. Entretanto, a alta complexidade da técnica e a necessidade
de pessoal especializado, assim como o elevado custo de materiais e equipamentos,
tem limitado o uso desta técnica a laboratérios de pesquisa e levantamentos
epidemiologicos (FERREIRA; CASTRO, 2016).

A maior parte dos protocolos moleculares para diagnéstico da malaria utiliza
como alvo a regido 18S do RNA ribossomal do parasito, presente entre 5 e 8 cépias
nos genomas de Plasmodium (MERCEREAU-PUIJALON; BARALE; BISCHOFF,
2002). Apesar da elevada sensibilidade dos protocolos moleculares na detec¢édo do
DNA do parasito, estudos pioneiros realizados pelo nosso grupo demonstraram que
0 uso da reacdo em cadeia da polimerase para deteccdo de alvos ribossomais
apresenta baixa reprodutibilidade dos resultados em infecgbes com parasitemias
submicroscopicas (COSTA et al.,, 2014). Mais recentemente, outros trabalhos tém

confirmado as limitagbes da PCR baseada na regido 18S, mesmo quando utilizando
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ensaios mais sensiveis, como a PCR em tempo real (GRUENBERG et al., 2018;
HOFMANN et al., 2015; HOFMANN et al., 2018).

Neste contexto, a pesquisa por alvos moleculares alternativos, presentes no
genoma do parasito com multiplas cépias, bem como a padronizacao de ferramentas
mais sensiveis tem se tornado um campo de estudo promissor na pesquisa em
malaria. Com a disponibilidade do genoma de diferentes espécies de Plasmodium e
através do uso de ferramentas de mineracdo de dados genbmicos, novos alvos
potencialmente mais sensiveis que o alvo ribossomal, devido, principalmente, ao
maior nimero de coépias, tém sido descritos na literatura (DEMAS et al., 2011;
HOFMANN et al., 2015; LLOYD et al., 2018; LUCCHI et al., 2013; POLLEY et al.,
2010). Os estudos iniciais demonstram uma sensibilidade elevada e maior eficacia

no diagnaostico espécie-especifico da malaria.

Um alvo bastante estudado com o objetivo de fornecer um diagnostico mais
sensivel para malaria € o gene cytochrome C oxidase | de P. vivax (Pv-mtCOX1).
Esta regido, presente no DNA mitocondrial do parasito, apresenta um numero
desconhecido de copias, entretanto, estima-se a ocorréncia de um namero até 10
vezes maior do que o normalmente utilizado em protocolos baseados na regido 18S
(GRUENBERG et al., 2018). Para o diagnéstico de P. falciparum, uma regido
subtelomérica presente em grande quantidade no genoma do parasito (entre 50 e
150 copias) tem sido proposta (Pf-varATS). A regido varATS é uma regiao
conservada que codifica o dominio intracelular da proteina de membrana eritrocitica
1 de P. falciparum (HOFMANN et al., 2015). Protocolos de qPCR baseados nos
alvos mtCOX1 e varATS tém demonstrado alta sensibilidade, sendo capazes de
detectar infeccbes com baixas parasitemias ndo detectaveis por protocolos
baseados no alvo ribossomal (HOFMANN et al., 2018). Entretanto, a alta
sensibilidade encontrada nestes estudos pode estar associada também aos métodos
utilizados para o processamento das amostras, como o alto volume de sangue
utilizado para purificacdo do material genético (2mL) e de DNA utilizado nos ensaios
(4pL) e a realizacéo de deplecao de leucécitos, que diminui a inibicdo da reacédo pela
presenca do material genético do hospedeiro. Neste sentido, torna-se importante a
adequacéo destes protocolos as condi¢cdes normalmente encontradas em trabalhos
de campo em regido endémica para determinar a real eficacia destes alvos no

diagnéstico de infecgbes em regides com transmissdo de maléria.
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Outros alvos que tém se destacado no diagnostico de malaria sdo as
sequéncias, Pvr47 e Pfr364, localizadas em regifes subteloméricas do genoma de
P. vivax e P. falciparum, respectivamente. Estas regides, sem fun¢do conhecida,
estdo presentes em numero de copias muito maior do que o 18S rRNA no genoma
dos parasitos (Pvr47-14 cOpias/Pfr364-41 copias) (DEMAS et al.,, 2011). Por este
motivo, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um protocolo de gPCR com sondas
especificas para essas regifes. Os estudos iniciais que tiveram como objetivo
comparar a eficacia de Pvr47/Pfr364 com protocolos baseados em 18S rRNA
demonstraram uma sensibilidade maior deste protocolo na deteccdo do DNA de
Plasmodium, principalmente para monoinfeccbes de P. falciparum ou para
coinfeccdes entre as duas espécies, resultado visto atraves da titulagdo de amostras
de cultivo dos parasitos e pela analise de amostras de individuos com maléaria

subpatente residentes em area endémica (Tese de Doutorado - AMARAL, 2019).
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2. JUSTIFICATIVA

Os assentamentos agricolas sdo areas criadas pelo Instituto Nacional de
Colonizacdo e Reforma Agréria através de projetos de colonizacdo focados na
agricultura e assentamento da populacdo na regidao amazonica (DE CASTRO et al.,
2006). A proximidade da populagcdo com a floresta e a predominancia de atividades
como agricultura e piscicultura, comuns em moradores de assentamentos, ja foram
associadas com a transmissao de maléaria na area, uma vez que os moradores se

encontram mais expostos ao mosquito vetor (FERREIRA; CASTRO, 2016).

A baixa sensibilidade dos métodos parasitologicos para o diagnostico da
malaria representa um importante desafio ao controle e eliminacdo da doenca. De
fato, estudos realizados em diferentes areas endémicas ao redor do mundo tém
demonstrado que o numero de infecgcdes submicroscopicas supera 0 numero de
casos detectados pela microscopia (ALMEIDA et al., 2018; FERREIRA; CASTRO,
2016; GRUENBERG et al., 2018; RECHT et al., 2017). Além disso, fazendo uso de
ferramentas moleculares, relatos na literatura demonstram que individuos com
malaria subclinica e/ou subpatentes, isto é, que nao apresentam sintomas ou
parasitemia detectavel por microscopia oOptica, possuem gametécitos na circulacéo
periférica, sendo, portanto, potencialmente capazes de infectar os mosquitos vetores
e, assim contribuir para a manutencéo da transmissao da doenca (GRUENBERG et
al.,, 2019; NGUITRAGOOL et al.,, 2017; SLATER et al.,, 2019). Dessa forma o
sucesso dos programas atuais de controle e eliminacdo da malaria depende da
correta identificacdo de infeccbes com baixas parasitemias e tratamento dos
pacientes (WHO, 2015a).

O diagndéstico e tratamento de infeccbes malaricas submicroscopicas se torna
importante ndo apenas por representar um desafio ao controle da doenca, mas
também pelas diversas evidéncias que sugerem que estas infeccdes ndo sao
completamente benignas. De fato, infecc6es maléricas crénicas ja foram associadas
com risco aumentado de anemia em populacdes ribeirinhas na Amazoénia (LADEIA-
ANDRADE et al., 2009), com a diminuicdo da atividade das telomerases e

aceleramento do envelhecimento celular em aves (ASGHAR et al.,, 2015) e
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alteracbes nos niveis de proteinas inflamatérias, hemoglobina e plaquetas em
criancas do sudeste asiatico (DE MAST et al., 2015).

Historicamente, as infeccBes malaricas submicroscopicas foram associadas
as infeccbes em adultos por P. falciparum expostos a elevados niveis de
transmissdo de malaria em areas hiperendémicas (OKELL et al., 2009; SLATER et
al.,, 2019; ZHOU et al.,, 2016). Entretanto, achados recentes contradizem este
paradigma, pois tem sido demonstrado que P. vivax estd mais comumente
associado a infec¢cdes com baixas parasitemias, particularmente em areas de baixa
transmissdo, como é o caso da Amazbnia brasileira (ALMEIDA et al., 2018;
FERREIRA; CASTRO, 2016; RIBEIRO; LACERDA; FERREIRA, 2008).

Considerando entdo a importancia das infecgcbes malaricas submicroscopicas
e a vulnerabilidade de populacdes de assentamento agricola a esta doenca, torna-se
necessario conhecer a real prevaléncia de malaria nestas populacbes, como é o
caso do assentamento de Rio Pardo, Amazonas, onde nosso grupo de pesquisa tem
conduzido um estudo epidemiolégico de base populacional (KANO et al.,, 2012,
2016).



29

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Determinar a prevaléncia de infeccbes malaricas (microscépicas e
submicroscoépicas) durante periodos de alta e baixa transmissao da doenca em uma

comunidade da Amazénia brasileira com historico de longa exposi¢éo a doenca.

3.2. Objetivos Especificos

1. Diagnosticar retrospectivamente (2008-2017) as infec¢cdes malaricas
em moradores do assentamento agricola de Rio Pardo, Amazonas, utilizando
protocolo de PCR em tempo real espécie-especifico baseado na regido ribossomal
(18S rRNA) dos plasmodios;

2. Diagnosticar retrospectivamente, na mesma comunidade, as infeccoes
malaricas utilizando protocolo de PCR em tempo real baseado em alvos multicopias

nao ribossomais de P. vivax (Pvr47) e P. falciparum (Pfr364);

3. Determinar se a utilizacdo simultanea de alvos ribossomais e nédo

ribossomais aumenta a chance de deteccao de infec¢cdes submicroscopicas.

4. Determinar fatores demograficos e epidemiolégicos que influenciam na
prevaléncia de malaria microscépica e submicroscépica na comunidade de Rio
Pardo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Populagéo de estudo

O estudo foi realizado no assentamento agricola de Rio Pardo (1°46’S,
1°54’S, 60°22°0, 60°10°0), localizado no municipio de Presidente Figueiredo, no
estado do Amazonas. Rio Pardo fica a aproximadamente 160 km de Manaus, capital
do estado, com acesso pela rodovia BR-174, que liga os estados do Amazonas e
Roraima. O assentamento foi criado em 1996, pelo Instituto Nacional de Colonizagéo
e Reforma Agraria (INCRA) e a populacdo vive principalmente da agricultura de
subsisténcia e pesca, atividades associadas com alto risco de exposicdo a doenca
(KANO et al.,, 2012). Como em outras partes da Amazobnia, a regido nao se
caracteriza por estagdes climaticas bem definidas; assim, as esta¢gdes sé@o definidas
como periodo de chuva e periodo de seca, que ocorrem de novembro a maio e
junho a outubro, respectivamente. O servico de saude local é restrito, existindo
apenas um posto de diagnéstico de malaria, administrado pelo municipio, que
fornece o diagnostico e tratamento para os moradores da comunidade e
comunidades vizinhas. Aproximadamente 120 familias vivem em Rio Pardo,
dividindo-se em areas denominadas “ramais” e as margens do Igarapé (populagao

ribeirinha).

A area do estudo é considerada entre hipo e mesoendémica para malaria, e,
no inicio do estudo, apresentava um indice parasitologico anual de 127 casos por
1000 habitantes, com, aproximadamente 80% dos casos de malaria sendo
provocados por P. vivax. Na area de estudo a idade reflete o tempo de residéncia na
regido endémica para malaria, e, consequentemente, a exposicdo a doenca (KANO
et al., 2012).

4.2. Cortes transversais e coleta de amostras

De novembro de 2008 a agosto de 2017 foi realizado um estudo de base
populacional na populagcdo de Rio Pardo pelo grupo de pesquisa em Biologia
Molecular e Imunologia da Malaria (BMIM) do IRR/FIOCRUZ-MG. Durante o estudo

foram realizados seis cortes transversais onde o0s moradores da regido que
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aceitaram participar do estudo e assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) foram submetidos a: (i) aplicacdo de questiondrio estruturado
para obtencdo de dados demogréficos, epidemiolégicos; (i) coleta de sangue
venoso (10mL em tubo com EDTA), e puncao digital. No momento da coleta, o

sangue foi processado para obtencédo de DNA (Item 4.4.2).

No presente estudo, buscou-se utlizar uma amostra representativa da
populacdo de estudo, que correspondeu a cerca de 100 individuos por corte
transversal, que foram pareados com a populacdo original por idade e tempo de
residéncia na area endémica (em Rio Pardo e/ou Regido Amazbnica). Assim, um
total de 689 amostras, provenientes de 262 individuos e coletadas durante os seis
cortes transversais, foram analisadas ao longo do estudo. Em funcdo do namero de
casos de maléria oficialmente notificados na area de estudo, 0s cortes transversais
foram divididos em trés periodos de acordo com os numeros de casos de malaria
notificados na area no momento da coleta (PIRES et al., 2018) (Figura 4): Periodo |
(Alta transmisséo) — compreende o0s trés primeiros cortes transversais realizados em
novembro de 2008 (n=139), junho de 2009 (n=133) e novembro de 2009 (n=135);
Periodo Il (Baixa transmissdo) — que compreende os cortes 4 e 5, realizados em
agosto de 2014 (n=89) e julho de 2015 (n=94), respectivamente; e, por fim, o
Periodo Il (Alta transmisséo) — representado pelo sexto corte transversal, realizado
em julho de 2017 (n=99).

Os aspectos éticos deste estudo foram aprovados pelo comité de ética em
pesquisa do IRR/Fiocruz-Minas (protocolos n°® 07/2006, n°® 07/2009, n°® 12/2010, n°
26/2013, N° 1.821.955/2016, CAAE 50522115.7.0000.5091), de acordo com as
resolucdes do Conselho Nacional de Saude (CNS-196/96 e CNS-466/2012) sendo
gue todas as amostras se encontram adequadamente estocadas no Biorrepositério

do Grupo de Biologia Molecular e Imunologia da Malaria.
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Figura 4: Namero de casos de maléria notificados no assentamento agricola de Rio Pardo
entre 0os anos de 2008 e 2017. Os casos foram definidos pela positividade no exame parasitolégico
de microscopia, sendo que infeccBes causadas por P. vivax estdo marcadas em azul e em vermelho
as infec¢des causadas por P. falciparum. Os quadros cinzas representam os trés periodos do estudo
atual, classificados de acordo com a prevaléncia de maléaria notificadas na regido de Rio Pardo.
Fonte: (Adaptado de PIRES et al., 2018)

4.3. Diagnostico de malaria por microscopia optica

No momento da coleta de sangue, todos os individuos do estudo foram
submetidos a puncéo digital para obtencdo de sangue necessario para o diagnéstico
microscopico, conforme preconizado pelo Ministério da Saude (SVS, 2009).
Resumidamente, o diagnostico parasitologico foi realizado pelo exame de gota
espessa corada pelo Giemsa que foram confeccionadas e examinadas por
microscopistas experientes responsaveis pelo posto de diagnostico na regido. Os
resultados foram expressos como negativo ou positivo, sendo adotado, para as
amostras positivas, o método de avaliacdo semi-quantitativo em cruzes. Todos o0s
casos positivos foram tratados imediatamente nos servicos de saude locais, de

acordo com o recomendado pelo Ministério da Saude (SVS, 2010).

4.4. Ensaios moleculares

A Figura 5 ilustra o fluxograma utilizado para analisar as amostras do estudo

por PCR. Resumidamente, aproximadamente 10% das amostras de DNA foram
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analisadas utilizando um ensaio que tem como alvo um gene controle do hospedeiro
vertebrado (Sistema ABO, item 4.2) para garantir o controle e confiabilidade do
processo de extracdo. Posteriormente as amostras de cada periodo do estudo (de
acordo com o especificado no item 4.2) foram processadas utilizando protocolos de
gPCR que tem como alvo as regides 18S rRNA (R-qPCR) e Pvr47/Pfr364 (NR-
gPCR) presentes no genoma de Plasmodium.

1° corte 2° corte 3° corte 4° corte 5° corte 6° corte
N= 139 N= 133 N= 135 N= 89 N= 94 N= 99
A 4 l \ 4
Periodo | Periodo Il Periodo lll
Alta Baixa Alta
transmissdao transmissdao transmissao
N=407 N= 183 N= 99
Extracédo de DNA
X 10% PCR ABO
& (
Protocolos de PCR (Olsson et al, 1998)
A 4 A 4
R-gqPCR NR-qPCR
18S rRNA Pvr47/Pfr364

Figura 5: Fluxograma do desenho experimental utilizado para o processamento das amostras
pertencentes a populacdo de estudo do assentamento agricola de Rio Pardo.

4.4.1. Painel de controles

Todos os ensaios de PCR foram realizados utilizando amostras controle
devidamente caracterizadas e armazenadas no Biorrepositério de amostras
biol6gicas do grupo de pesquisa em Biologia Molecular e Imunologia da Maléaria
(BMIM, IRR, Fiocruz-MG). Como controles negativos, foram utilizadas 30 amostras,

provenientes de individuos saudaveis que moram em area livre de transmissdo da
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doenca e sem historico de viagem para area endémica. Como controles positivos
foram utilizados (i) DNA de individuos infectados por P. vivax, diagnosticados por
microscopia Optica em Porto Velho (RO) e com resultado confirmado utilizando
protocolos moleculares; (i) DNA de P. falciparum, da cepa 3D7, extraido a partir de
cultivo continuo estabelecido no laboratério, conforme protocolo previamente
descrito (TRAGER; JENSEN, 1976).

4.4.2. Extragcdo de DNA

A extracdo do DNA a partir de amostras de sangue total coletadas em tubos
de EDTA foi realizada utilizando o kit comercial Gentra Puregene Blood core kit C
(PUREGENE, Gentra Systems, Minneapolis, USA) seguindo as orientacbes do
fabricante. Resumidamente, foi adicionado 1mL de sangue em um tubo contendo
3mL de tampédo de lise de hemécias, essa mistura foi incubada a temperatura
ambiente por 10 minutos e entdo centrifugada a 3500rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi entdo descartado e o precipitado de células ressuspendido no
liquido residual. Em seguida, 1mL de tampéo de lise celular foi adicionado e
homogeneizado com a amostra. Posteriormente, 330uL de solucdo de precipitacao
de proteinas foram adicionados as células lisadas, homogeneizadas por vértex e
entdo, centrifugadas a 3500rpm por dez minutos. O precipitado de proteinas foi
descartado enquanto o sobrenadante foi transferido para um tubo eppendorff de
1,5mL contendo 1mL de isopropanol puro gelado. A amostra € homogeneizada por
inversdo, aproximadamente 50 vezes, e centrifugada a 3500rpm por trés minutos. O
sobrenadante foi descartado, mantendo o precipitado de DNA, e 1mL de etanol 70%
(SIGMA) foi adicionado. A amostra foi, novamente, homogeneizada por inversédo a
fim de lavar o precipitado de DNA, e centrifugada a 3500rpm por um minuto. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi incubado a temperatura ambiente
por 15 minutos, com a tampa aberta, para que o etanol evaporasse. Posteriormente,
foram adicionados 330uL de agua para biologia molecular a amostra, que foi
incubada a 65°C durante uma hora seguida de uma incubacdo a temperatura
ambiente overnight. ApGs o processo as amostras foram refrigeradas a -20°C até o

momento do uso.
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4.4.3. Amplificac&o do sistema do grupo sanguineo ABO

Com o objetivo de determinar a eficacia da extracdo de DNA das amostras foi
realizado um protocolo para amplificacdo de um fragmento do gene constitutivo do
grupo sanguineo ABO humano para determinar a presenca de DNA do hospedeiro
em, aproximadamente, 10% das amostras do estudo. O protocolo utilizado foi
adaptado para realizacao através de PCR em tempo real (Dissertacdo de Mestrado;
ROBORTELLA, 2016) utilizando os iniciadores originalmente descritos por OLSSON
e colaboradores, 1998 (Tabela 1) e se ligam a uma regido de 419 pb presentes no

éxon 7 no gene ABO.

Resumidamente, nesta reacéo sdo utilizados 500nM de cada iniciador, 1uL de
DNA, 5uL de Sybr Green MasterMix (Applied Biosystems) . Todas as reacdes foram
realizadas no equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
software versédo 2.0.5) da plataforma de PCR em tempo real do IRR, seguindo as

condicBes de amplificacdo descritos na Tabela 2.

TABELA 1

Sequéncias dos iniciadores utilizados na PCR em tempo real para amplificacdo do
gene constitutivo do grupo sanguineo ABO

Alvo Iniciador/Sonda Sequéncia
Foward 5'GCTGGAGGTGCGCGCTAC3'
Sistema ABO Reverse 5TACTTGTTCAGGTGGCTCT
CGTC3'
TABELA 2
Condicdes de amplificacdo da PCR em tempo real para amplificacdo dos genes do
sistema ABO
Alvo Etapa Ciclos Temperatura Tempo
1 ciclo 95°C 5
Amplificacéo 95°C 30"
¢ 40 ciclos 68 °C 30”
Sistema ABO 72°C 1
95°C 15”
Dissociacao 1 ciclo 60 °C 20”

95°C 15”
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4.4.4. Diagnoéstico de maléaria por PCR

444.1. PCR em tempo real para amplificagdo do gene 18S rRNA (R-
gPCR) dos plasmdédios humanos

O processamento das amostras através de PCR especifica para a regido 18s
rRNA dos plasmaddios foi realizada utilizando protocolo descrito originalmente por
ROUGEMONT et al., (2004) com modificacbes realizadas por ROBORTELLA,
(2016). Neste ensaio, capaz de detectar diferencialmente o DNA de P. vivax, P.
falciparum e P. malariae foram utilizados 200nM de cada iniciador
(plasmol/plasmo2) que se ligam em uma regido conservada entre as diferentes
espécies de Plasmodium, 80nM da sonda espécie-especifica marcada com
fluoréforo (vivprobe, falciprobe, malaprobe), 6,25uL de Tagman universal mastermix
2Xx (Applied Byosystems) e 2uL de DNA distribuidos em um volume final de 12,5uL

por reacao (Tabela 3).

Todas as reacbes foram realizadas no equipamento 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, software versdo 2.0.5) da plataforma de PCR em

tempo real do IRR, seguindo as condi¢cdes de amplificacdo descritos na tabela 4.

TABELA 3

Sequéncias dos iniciadores e sondas utilizados na PCR em tempo real para
amplificacdo do gene 18S rRNA (R-gPCR)

Alvo Iniciador/Sonda Sequéncia
18S rRNA de Plasmo1-F 5' GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAG 3'
Plasmodium Plasmo2-R 5' AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA 3
b vivax vivprobe 5'VIC-AGCAATCTAAGAATAAACTCCGAA

GAGAAAATTCT-MGBNFQ3’

P. falciparum falprobe 5'FAM-AGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAA
. P P GATGACT-MGBNFQ3'
5'-FAM-CTATCTAAAAGAAACACTCAT-

P. malariae malprobe MGBNFQ3'
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TABELA 4

Condic¢des de amplificacdo da PCR em tempo real para amplificagédo do gene 18S
rRNA (R-qPCR)

Alvo Ciclos Temperatura Tempo
_ 50°C 2
1 ciclo
95°C 10’
18S rRNA
_ 95°C 15”
45 ciclos
60 °C 1
4.4.4.2. PCR em tempo real para amplificacdo de regides néao

ribossomais de P. vivax (Pvr47) e P. falciparum (Pfr364) (NR-qPCR)

As amostras de DNA foram avaliadas utilizando o ensaio de PCR em tempo
real padronizado pelo nosso grupo de pesquisa e que tem como alvo regides
subteloméricas do genoma do parasito (Tese de Doutorado; AMARAL, 2019). Neste
protocolo séo utilizados dois pares de iniciadores e sondas que se ligam de forma
especifica as regides Pvr47D e Pfr364 de P. vivax e P. falciparum, respectivamente
(TABELA 5). De acordo com o padronizado anteriormente, foram utilizados, para P.
vivax: 50 nM do iniciador foward e 900 nM do iniciador reverse, 250 nM de sonda
MGB marcada com HEX (Eurofins), 5 uL de Tagman Universal PCR Master Mix 2x
(Applied Biosystems) e 2uL de DNA, em um total de 10 pL por reacédo. Para P.
falciparum foram utilizados: 900 nM do iniciador foward e 300 nM do iniciador
reverse, 150 nM da sonda MGB marcada com FAM, 5 puL de Tagman Universal PCR
Master Mix 2x (Applied Biosystems) e 2 uL de DNA, em um total de 10 pL por

reacao.

A reacéo foi realizada utilizando o equipamento Viia7 Real-Time PCR System
(96-well) presente na Plataforma de PCR em tempo real do Instituto René Rachou
utilizando o programa descrito originalmente (TABELA 6) (Tese de Doutorado;
AMARAL, 2019). Os resultados foram analisados utilizando o programa
QuantStudio™ Real Time PCR Software.
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TABELA 5

Sequéncias dos iniciadores e sondas utilizados na PCR em tempo real para
amplificacao das regides Pvr47/Pfr364 (NR-qPCR)

Alvo Iniciador/Sonda* Sequéncia
Pvr47D-F 5' TCCGCAGCTCACAAATGTTC 3
_ Pvr47D-R 5' ACATGGGGATTCTAAGCCAATTTA 3
P. vivax

5' TCCGCGAGGGCTGCAA 3

Pvr47D Sonda (Sonda MGB; Marcac&o VIC)

Pr364D-F 5' ACTCGCAATAACGCTGCAT 3'
o Pr364D-R 5' TTCCCTGCCCAAAAACGG 3
falciparum 5' GGTGCCGGGGGTTTCTACGC 3

Pfr364D Sonda (Sonda MGB; Marcacao FAM)

TABELA 6

Condic¢des de amplificacdo da PCR em tempo real para amplificacdo das regides
Pvr47/Pfr364 (NR-qPCR)

Alvo Ciclos Temperatura Tempo
. 50 °C 2
1 ciclo
95°C 10°
Pvr47/Pfr364 95°C 15”
40 ciclos 52 °C 1
60 °C 1

45. Andlise dos Dados

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad
Prism 5.00.288 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Inicialmente, foi
realizado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade das variaveis
analisadas. Os individuos no estudo foram classificados em trés grupos de acordo
com o resultado através dos diferentes métodos de diagnéstico (Malaria
submicroscopica — resultado positivo em um ou mais protocolos moleculares e
negativo através da microscopia 6ptica; Malaria microscopica — resultado positivo
através da microscopia Optica; Nao infectados — resultado negativo através da

microscopia Optica e dos protocolos moleculares).
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Para comparar diferentes propor¢des foram utilizadas as estatisticas néo
paramétricas de Qui-quadrado (X2) ou Teste Exato de Fisher, conforme apropriado.
Neste caso foi comparada a diferenca entre as frequéncias de infeccbes
submicroscopicas na populacdo estudada utilizando diferentes métodos de
diagnéstico e a diferenca na prevaléncia de malaria em diferentes subgrupos da
populacdo estudada. Para determinar a concordancia entre os diferentes protocolos
de gPCR utilizados para o diagnostico das infecgcbes maléricas foi utilizado o
coeficiente Kappa. A classificacdo do valor do coeficiente Kappa sera avaliada de
acordo com o proposto por LANDIS e KOCH (1977), no qual um valor abaixo de O
entende-se que ndo existe concordancia, entre 0 e 0,2 existe concordancia minima,
0,21 e 0,4 uma concordancia razoavel, 0,41 e 0,60 existe concordancia moderada,
0,61 e 0,8 concordancia substancial, e, por fim considera-se que valores de
coeficiente kappa entre 0,81 e 1 possuem concordancia perfeita. Para avaliar a
diferenca entre as medianas de idade, tempo de residéncia no assentamento e na
regido amazonica foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido de pos-teste de Dunn,
respectivamente. As analises de sensibilidade e especificidade foram realizadas de
acordo com o descrito por Hofmann et al.,, (2018); considerando que os dois
protocolos moleculares utilizados no trabalho ja foram submetidos a etapas de
padronizacdo e validacdo (com amostras de individuos de area endémica com
malaria clinica e subclinica) (ROUGEMONT et al., 2004; AMARAL et al., 2019 -
Anexo 1) optou-se entdo considerar como padrdo de referéncia o resultado obtido

pela combinacédo do diagndstico realizado por qualquer protocolo de PCR.
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5. RESULTADOS

Parte dos resultados aqui apresentados foram incluidos na publicacdo
intitulada “Ribosomal and non-ribosomal PCR targets for the detection of low-density

and mixed malaria infections” (Anexo I).

5.1. Infec¢cBes malaricas na area de estudo caracterizadas segundo o
método de diagndstico

Com o objetivo inicial de aumentar as chances de se detectar infecgdes
submicroscopicas por P. vivax e P. falciparum, espécies predominantes na area de
estudo, as amostras aqui estudadas foram submetidas a dois protocolos de PCR em
tempo real (QPCR) baseados em alvos ribossomais (R-gPCR) e nao ribossomais
(NR-gPCR) destas espécies de plasmodios. No total, foram avaliadas 689 amostras

coletadas ao longo dos multiplos cortes transversais do estudo (Figura 5).

Do total de amostras analisadas, 24 (3,5%) foram positivas através do exame
de gota espessa corada com Giemsa, considerado meétodo de referéncia no
diagnostico de maléaria. Dentre estas, 17 amostras foram confirmadas pelo R-gPCR
e 22 pelo NR-gPCR (dados ndo mostrados). No total, o protocolo baseado em alvos
ribossomais detectou 111 (16%) amostras positivas para malaria. J& o NR-gPCR foi
capaz de detectar 122 (17,7%) amostras positivas. Considerando como positivas as
amostras que apresentaram amplificacdo em qualquer protocolo de gPCR,
independente do alvo, a prevaléncia de malaria foi 20,9% (n=144). Assim, a
prevaléncia de malaria encontrada por cada um dos protocolos moleculares
utilizados apresentou diferenca estatisticamente significativa em comparacdo a
prevaléncia encontrada pela microscopia Optica (p<0,0001). Em conjunto, a
utilizacdo de protocolos moleculares aumentou em, aproximadamente, seis vezes a
prevaléncia de malaria encontrada na populacdo, em comparacdo com o método
parasitologico. Embora ndo houve diferenca significativa entre os protocolos
ribossomal e ndo ribossomal (Teste Exato de Fisher — p=0,4724) foi possivel

observar uma tendéncia em aumentar a positividade em funcdo do método de
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diagnéstico (Microscopia<R-gPCR<NR-qPCR<Positivos gPCR) (Qui-quadrado de
tendéncia= 80,34, p<0,0001).

* % % % |

* % % % |

1 Il Microscopia
25- I * %k k |
O R-qgPCR

= NR-gPCR
Il Positivos gPCR

20+
17,7%

16%

154

10+

51 3,5%

Prevaléncia de infecgoes malaricas (%)

0' T
Método de diagnéstico

Figura 6: Prevaléncia de infeccBes malaricas nas amostras do estudo de acordo com o
método de diagndstico. O grafico demonstra a frequéncia relativa de individuos positivos pela
microscopia optica (vermelho), protocolo ribossomal (R-gPCR — em rosa), protocolo ndo ribossomal
(NR-gPCR — em cinza) e a positividade total pelos protocolos moleculares (positivos gqPCR —preto).
Diferencas nas propor¢cBes foram avaliadas pelo Teste exato de Fisher e considerado nivel de
significancia de p<0,05. Quatro asteriscos (****) representam valores de p<0,0001; um asterisco (*),
valor de p=0,0119). O teste qui-quadrado de tendéncia mostrou uma tendéncia de aumento do
numero de positivos de acordo com o método de diagndstico (x?: 80,34 ; p=0,0001).

Dentre as amostras positivas para maléaria avaliadas no estudo, a maior parte,
independente do método de diagndstico foi positiva para P. vivax, seguida de
infeccBes por P. falciparum e coinfec¢Bes entre as duas espécies (Figura 7). Apenas
duas amostras (1,3%) foram positivas para P. malariae (Dados ndo mostrados).
Desta forma, 106 (74%) amostras foram positivas para P. vivax, 24 (16,7%) para P.
falciparum e 12 (8,3%) positivas para ambas as espécies. Nas amostras estudadas,
os resultados demonstraram ainda que a microscopia nao permitiu identificar

nenhuma das infeccfes mistas detectadas pelos protocolos moleculares (Figura 7).

A avaliacdo da concordancia, em nivel de espécie, entre os protocolos de
gPCR utilizados no trabalho foi realizada através do teste de Coeficiente de
Concordéancia Kappa. Considerando que o protocolo nao ribossomal sé apresenta
sondas especificas para P. vivax e P. falciparum e que a prevaléncia de P. malariae

foi baixa na populacdo estudada, optou-se por excluir as amostras positivas para
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este parasito destas andlises. Desta forma, o teste Kappa demonstrou uma
concordéancia substancial entre os dois protocolos moleculares (0,7) e entre a R-
gPCR e o total de positivos na gPCR (0,8). J4& a concordancia entre o protocolo NR-

gPCR e gPCR foi considerada quase perfeita (0,9).

@«
0?0
[] Negativo
B P vivax
B P falciparum
B P~vivPfal

Figura 7: Mapa representando a positividade por P. vivax, P. falciparum e infec¢cdes mistas
(Pv/Pf) para cada método de diagnéstico. Cada linha no mapa representa uma amostra, sendo 0s
resultados negativos representados em azul claro, as infec¢des por P. vivax em azul escuro, por P.
falciparum em verde, e as coinfec¢Bes por ambas as espécies em vermelho. As colunas representam
0os métodos de diagndsticos empregados, incluindo a microscopia 6ptica, R-gPCR, NR-gPCR; a
positividade por qualquer protocolo molecular foi representada na coluna a direita (positivos qPCR).

A sensibilidade dos métodos de diagnéstico empregados no trabalho variou
significativamente na deteccdo das diferentes espécies de Plasmodium (Tabela 7).
No geral, a microscopia 6ptica apresentou uma sensibilidade de aproximadamente
15,5%, enquanto os protocolos moleculares, R-gPCR e NR-gPCR, apresentaram
sensibilidade de 76,8% e 85,9%, respectivamente. A sensibilidade dos métodos
variou de forma mais significativa na deteccédo de coinfec¢des entre P. vivax e P.
falciparum. Realmente, enquanto o protocolo baseado em alvos ndo ribossomais
apresentou uma sensibilidade de 100% na deteccéo destas infeccdes, a R-gPCR
apresentou uma sensibilidade de apenas 33,3%. Em relacdo as infeccdes por P.
falciparum, a sensibilidade da técnica de gota espessa foi de 5,6% e os protocolos

moleculares  variaram de 722% (R-gPCR) a 80,6% (NR-gPCR).
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TABELA 7
Sensibilidade e especificidade dos métodos de diagnostico utilizados, na identificacdo de infecgcbes maléaricas, em nivel de
género e espécie de Plasmodium

Protocolo Verdgu_jelr*o Fa!s_o Verdad_elro Fals_o Sensibilidade Especificidade
Positivo Positivo Negativo Negativo

© Microscopia Optica 22 2%* 545 120 15,5% (10-22) 99,6% (99-100)
~<_§ R-gPCR 109 0 547 33 76,7% (69-83)  100% (99-100)
= NR-gPCR 122 0 547 20 85,9% (79-91)  100% (99-100)
lg Microscopia Optica 0 0 677 12 0% (0-24) 100% (99-100)
On
§ R-gPCR 4 0 677 8 33,3% (14-61) 100% (99-100)
c
'S NR-gqPCR 12 0 677 0 100% (76-100) 100% (99-100)
x Microscopia 6ptica 20 2%* 569 98 16,9% (11-24) 99,7% (99-100)
E R-gPCR 87 571 31 73,7% (65-81)  100% (99-100)
. NR-gPCR 105 571 13 88,9% (82-93)  100% (99-100)
g Microscopia Optica 2 0 653 34 5,6% (1-18) 100% (99-100)
@©
= R-gPCR 26 0 653 10 72,2% (56-84) 100% (99-100)
T
;‘_. NR-gPCR 29 0 653 7 80,6% (65-90) 100% (99-100)

* - Caracterizados de acordo com a positividade em pelo menos um protocolo molecular, conforme descrito por Hofmann, et al., 2018;

** . Falso positivo no sentindo de que nenhum outro protocolo detectou a infeccao.
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5.2. Prevaléncia de maléria microscépica e submicroscépica na area

de estudo em fungdo da flutuagdo do namero de casos registrados

A flutuacé@o dos niveis de transmissdo de malaria no assentamento agricola
de Rio Pardo durante o estudo permitiu analisar a relacdo da intensidade da
transmissdo na é&rea com a prevaléncia de infeccbes submicroscopicas
diagnosticadas através dos protocolos moleculares (Figura 8). Durante o periodo I,
considerado de alta transmissdo pelo grande nimero de casos notificados na regido,
houve diferenca estatisticamente significativa entre a prevaléncia de malaria
diagnosticada por microscopia e pelos protocolos moleculares, independente do alvo
plasmodial amplificado (p<0,0001). Nao houve diferenca entre os alvos ribossomal e
nao ribossomal, entretanto o niumero de infeccdes malaricas diagnosticadas usando
os dois protocolos foi significativamente maior quando comparado aos casos
detectados pelo protocolo R-gPCR (p=0,0414). Dentre as amostras referentes a este
periodo (n=407), a prevaléncia de malaria detectada através da microscopia foi de
5% (n=22) enquanto o uso dos protocolos moleculares detectou, em conjunto, 31%
(n=126) de infeccbes malaricas. Desta forma, o numero de infeccbes maléaricas
detectadas através dos protocolos moleculares foi, aproximadamente, seis vezes

maior em relacdo a microscopia.

Durante o periodo Il, considerado de baixa transmissdo e no qual todas as
amostras (n=183) foram consideradas negativas pela gota espessa, 0s protocolos
moleculares foram capazes de detectar uma prevaléncia de malaria de
aproximadamente 4% (n=8) (Figura 8). No periodo lll, considerado de retorno da alta
transmissao na area (baseado na positividade da microscopia), o0 nimero de casos
foi maior que no periodo Il, mas inferior ao periodo |. Especificamente, enquanto o
exame de gota espessa detectou 2% (n=2) de amostras positivas, 0s protocolos
moleculares identificaram 10% (n=10) de infec¢cdes malaricas. O que correspondeu a
um aumento de cinco vezes em relacdo a microscopia. Este aumento correspondeu
ao protocolo ndo ribossomal, uma vez que ndo houve diferenca estatisticamente

significativamente entre R-qPCR e microscopia.
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Figura 8: Prevaléncia de malaria na populacdo de Rio Pardo por periodo do estudo. Os
periodos de transmissao (I, Il e Ill) foram descritos como descrito na legenda da figura 4. O gréfico
ilustra a prevaléncia de infeccGes malaricas diagnosticadas pela microscopia (em vermelho) e por
protocolos moleculares (R-qPCR em rosa e NR-gPCR em cinza), sendo em preto, a positividade total
de infeccdes submicroscépicas. Diferenca entre as propor¢des foi analisada através do teste exato de
Fisher considerando p<0,05; um asterisco (*) representa valor de p<0,05; quatro asteriscos (****)
p<0,0001).

Apesar de o numero de infeccbes submicroscopicas ter flutuado entre os
periodos estudados, os resultados demonstraram que a proporcdo de infeccdes
microscopicas versus submicroscépicas se manteve, praticamente, estavel ao longo
do estudo. De fato, as infeccbes submicroscépicas variam de 80% (Periodo Ill) a

100% (Periodo II) ao longo do estudo.

5.3. Influéncia de fatores demograficos e epidemiolégicos na
prevaléncia de malaria microscépica e submicroscépica na populacdo
estudada

Com o objetivo de determinar os fatores demogréficos e epidemioldgicos que
influenciaram na positividade de malédria microscOpica e submicroscopica nos
periodos estudados, os individuos no estudo foram estratificados em funcdo de
idade, género, tempo de residéncia em area endémica e local de moradia
(ribeirinhos e ndo ribeirinhos). A baixa prevaléncia de malaria encontrada nos
periodos Il e lll impossibilitou que as analises pudessem ser realizadas por cada

periodo do estudo. Desta forma, os dados de positividade foram analisados em
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conjunto (independente do periodo), considerando as informacfes individuais
obtidas no momento de cada coleta, o que resultou em um total de 665 amostras

coletadas de 262 individuos.

Como mostrado na tabela 8, ndo houve diferenca significativa na proporcao
de homens e mulheres entre os grupos de individuos com malaria microscépica,
submicroscopica e o grupo de individuos sem parasitos circulantes no momento da
coleta (negativo pela microscopia e PCR). Os individuos positivos para malaria
(microscépica ou submicroscépica) apresentavam uma mediana de idade
significativamente menor em compara¢do aos individuos que ndo apresentavam
parasitos circulantes (p<0,0001). De forma interessante, também houve diferenca
entre 0s grupos de individuos positivos com infeccbes microscopicas e

submicroscopicas (p=0,0395).

Em relacdo ao tempo de exposicdo a malaria — avaliada aqui pelo tempo de
residéncia no assentamento e de residéncia na regido amazoénica — houve diferenca
significativa entre os grupos de positivos e negativos. Enquanto a mediana do tempo
de residéncia no assentamento agricola foi de 13 anos para os individuos
considerados negativos, os individuos positivos para infeccOes malaricas
microscopicas e submicroscépicas foi de 8 e 11 anos, respectivamente. Um
resultado similar foi encontrado comparando as medianas do tempo de residéncia na
regido amazonica entre os grupos de individuos positivos na microscopia (23,5
anos), com infec¢cdes submicroscopicas (34 anos) e negativos para infeccdes

malaricas (42 anos) (Tabela 8).
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TABELA 8
Dados demogréficos e epidemiolégicos da populacdo estudada estratificados de

acordo com a positividade de maléria microscopica e submicroscopica

Variavel Infeccoes Infeccbes Nao
microscopicas submicroscopicas infectados*
Género** 1,22:1 1,971 1,351

Mediana de idade

- a _ b _ c
em anos (IQR) 22 (12-39) 40 (22-51) 46 (37-56)
Mediana dos anos
de residéncia em Rio 8 (5-9)¢ 11 (8-15)¢ 13 (9-17)
Pardo (IQR)
Mediana dos anos
deresidénciana 555 1346 34 (20-48,5)" 42 (29-54)

regido amazonica

(IQR)

* Caracterizados pela auséncia de parasitos circulantes no momento da coleta de sangue
(negativos pela microscopia e protocolos moleculares).

** Razdo entre homens e mulheres na populacdo de Rio Pardo

As diferentes letras representam diferencas estatisticamente significativas como a seguir:

ac [ be: (p<0,0001); &P (p=0,0395).

df: (p=0,0005); &' : (p=0,0102)

9l :(p=0,0006); ™ : (p=0,0053)

IQR = Intervalo interquartil

A estratificacdo dos individuos positivos para infeccbes microscépicas e
submicroscopicas de acordo com a faixa etaria permitiu identificar que, embora
ambos o0s grupos apresentem uma tendéncia a diminuicdo do niumero de casos com
0 aumento da idade (p<0,0001), a positividade pela microscopia optica foi mais
frequente em criancas, adolescentes e adultos jovens (Figura 9). Por outro lado, as
infeccBes submicroscopicas foram mais frequentes nos individuos adultos. Assim, a
razao entre as infeccdes submicroscopicas e microscopicas entre criancas (0 a 10
anos) foi de cerca de 2:1, enquanto entre individuos acima dos 30 anos de idade foi
de 9:1.
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Figura 9: Prevaléncia de malaria na populacdo de Rio Pardo por faixa etaria. O grafico
demonstra a prevaléncia de infeccGes maldricas microscépicas (em vermelho) e submicroscopicas
(em azul) na populacdo de estudo estratificada por faixa etaria. A analise de tendéncia foi realizada
através do teste qui-quadrado de tendéncia considerando como significativo p<0,05. Existe tendéncia
a diminuicdo da prevaléncia de malaria em funcdo do aumento da idade, tanto para infeccdes
microscopicas (x?: 23,8; p<0,0001), quanto para infeccGes submicroscopicas (x?: 26,51; p<0,0001)

O local de moradia dos individuos do estudo dentro do assentamento agricola
de Rio Pardo, isto €, moradores de ramal ou ribeirinhos, influenciou de forma
significativa na prevaléncia de malaria (Figura 10). Enquanto a populacao ribeirinha
consistiu na maior parte dos individuos infectados (77% a 90%), os residentes dos
ramais predominaram entre os individuos sem infeccdo malarica detectavel (52%
versus 48%). As diferencas entre os grupos infectados e nao infectados foram

estatisticamente significativas, seja nas infecgcdes microscopicas (p=0,0002) quanto

nas submicroscépicas (p<0,0001) (Figura 10).

Infecgoes Infecgoes

£ MR X i Nao infectados
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Figura 10: Prevaléncia de malaria na populacdo de Rio Pardo por local de moradia. Os
graficos demonstram a frequéncia de moradores de ramal e de area ribeirinha entre os grupos de
individuos com infec¢Bes maldricas microscépicas e submicroscopicas; Os individuos negativos para
maléria no momento da coleta foram considerados nédo infectados. A diferenga entre as prevaléncias
foi analisada através do Teste Exato de Fisher considerando p<0,05. Trés asteriscos (***) - p=0,0002;
Quatro asteriscos (****) - p<0,0001.
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6. DISCUSSAO

Tendo em vista a importancia crescente das infeccbes maléaricas
submicroscopicas para o controle e eliminacdo da doenca (SLATER et al., 2019),
este trabalho teve como objetivo determinar, retrospectivamente, a prevaléncia de
malaria, microscopica e submicroscopica, em uma populacdo residente em
assentamento agricola na Amazobnia brasileira. O desenho experimental incluiu
multiplos cortes transversais realizados em periodos de alta e baixa transmisséo de
malaria. Para isto, foram utilizados dois protocolos de gPCR, baseados em
diferentes alvos moleculares presentes no genoma dos plasmodios, buscando-se
assim uma maior eficiéncia no diagndéstico de infeccbes com parasitemias abaixo do

limite de detec¢édo da microscopia.

6.1. Infec¢cbes maléricas na area de estudo caracterizadas segundo o

método de diagnostico

A determinacdo da prevaléncia de malaria através da microscopia Optica
convencional, baseada na técnica de gota espessa corada pelo Giemsa, foi
amplamente utilizada no passado para entender a epidemiologia de transmisséo
local da malaria e determinar estratégias de controle (OKELL et al., 2012). Devido as
limitacdes relacionadas a baixa sensibilidade desta técnica (WONGSRICHANALAI et
al., 2007), os protocolos moleculares, representados principalmente por técnicas de
amplificacdo do DNA, como a PCR, se tornaram essenciais para determinar a
prevaléncia de malaria, principalmente em regiées em processo de eliminacdo da
doenca (CHENG; CUNNINGHAM; GATTON, 2015).

Ainda que muitos protocolos de PCR tenham sido propostos para o
diagnostico diferencial de malaria (Revisto por ROTH et al.,, 2016), algumas
limitacbes metodoldgicas inviabilizaram a determinacdo precisa dos limites de
deteccdo de muitos destes protocolos. Dentre estas limitacdes, inclui-se o fato da
maior parte das publicacOes ter estabelecido o limite de deteccdo dos ensaios a
partir de parasitos de cultivo (no caso do P. falciparum), DNA plasmidial ou DNA de

pacientes com parasitemias elevadas (detectadas pela microscopia Optica). Nestas
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condicdes, a amplificacdo do DNA alvo do parasito é facilitada, o que pode levar a
resultados ndo reprodutiveis com amostras de campo, como ja descrito pelo nosso
grupo de pesquisa (COSTA et al., 2014). Assim, faz-se necessario a avaliagdo de
novos protocolos moleculares em que os limites de deteccdo sejam baseados em
amostras de campo com baixas parasitemias. Recentemente, nosso grupo de
pesquisa descreveu um novo ensaio de PCR em tempo real, baseado em alvos néo
ribossomais (NR-qgPCR) do P. vivax e P. falciparum, que apresentou baixo limite de
deteccdo quando avaliado através de curvas de titulacdo com DNA de amostras de
campo (Tese de Doutorado; AMARAL, 2019). A alta sensibilidade do protocolo NR-
gPCR anteriormente descrito constituiu uma oportunidade Unica para avaliar a
prevaléncia de malaria com baixas parasitemias na area do estudo em funcao de

flutuacdo nos niveis de transmisséo.

A maior parte das infec¢cdes maléaricas identificadas no estudo (74%) foi
causada pelo P. vivax, espécie predominante na Amazobnia Brasileira. Também
foram detectadas infecc¢des por P. falciparum (17%) e, em menor numero, infec¢des
mistas por estas duas espécies de plasmodio (8%). Uma baixa prevaléncia de
infeccbes por P. malariae (<1%) foi detectada nas amostras do estudo, sendo que
estas amostras foram positivas apenas para os protocolos moleculares. A auséncia
de exames microscopicos positivos para o P. malariae ja era esperada, uma vez que
o diagndstico de rotina (exame de gota espessa corado por Giemsa) ndo permite a
correta identificacdo morfolégica desta espécie (COLLINS; JEFFERY, 2007). Além
disto, a sensibilidade dos protocolos atuais de PCR especificos para P. malariae
apresentam baixa sensibilidade, pois apenas recentemente o genoma de uma
amostra de campo do parasito foi sequenciado (RUTLEDGE et al., 2017). Desta
forma, a frequéncia de P. malariae na é&rea do estudo pode estar sendo
subestimada. Entretanto, isto parece pouco provavel, uma vez que este parasito
predomina em regides da Amaz6nia onde o0 homem esta muito proximo dos primatas
ndo humanos (reservatérios), como é o0 caso de comunidades indigenas
(LALREMRUATA et al., 2015; MARCANO et al., 2004; METZGER et al., 2008).

No presente trabalho, a hipétese de estudo foi a de que o uso simultdneo de
alvos ribossomais e nao ribossomais aumentaria de forma significativa as chances
de se detectar casos de infeccdo com baixas parasitemias por P. falciparum e/ou P.

vivax. Entretanto, os resultados obtidos demonstraram que a prevaléncia de
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infeccdes malaricas diagnosticadas por cada protocolo (R-gPCR ou NR-gPCR) foi
similar. Apesar disso, foi possivel observar que o protocolo NR-qPCR foi capaz de
identificar, em geral, mais casos positivos do que o R-gPCR. De fato, a analise da
sensibilidade e especificidade dos métodos de diagndstico aqui empregados
confirmou uma sensibilidade ligeiramente superior da NR-gPCR. Estes dados se
aplicaram ndo apenas ao total do numero de infecgbes malaricas detectadas, mas
também na deteccao diferencial das espécies de Plasmodium, j& que o NR-gPCR foi
sensivel no diagndéstico de coinfecgdes. De forma interessante, apenas um terco das
coinfeccdes por P. vivax/P. falciparum detectadas pela NR-gPCR foi detectada pela
R-gPCR (4 de 12). Embora o numero de infecgbes mistas foi baixa ao longo do
estudo, estes resultados confirmam achados prévios, de titulagdo in vitro, que
demonstraram que o NR-gPCR é mais indicada para detectar, simultaneamente,
baixos niveis de P. vivax/P. falciparum (Tese de Doutorado - AMARAL, 2019; Anexo

).

A baixa eficacia da R-gPCR no diagndstico de coinfeccdes por P. vivax/P.
falciparum pode estar relacionada com o fendmeno de competicéo entre iniciadores,
ja que este protocolo utiliza um Unico par de iniciadores na deteccdo de ambas as
espécies de plasmodio (ROUGEMONT et al.,, 2004). Desta forma, o uso de
protocolos moleculares com iniciadores espécie-especificos, como a NR-gPCR aqui
utilizada, é recomendado em areas onde existe o risco potencial de circulacdo de P.
vivax e P. falciparum. Este é o caso de estados da Amazobnia brasileira que fazem
fronteiras com paises endémicos, como o estado de Roraima, onde o risco de
reintroducéo de casos de P. falciparum tem sido confirmado (GRILLET et al., 2019).
Nestas areas, como € o caso da fronteira Brasil-Venezuela, a deteccdo precoce da
doenca é de extrema importancia para que se evitem possiveis epidemias e mortes

pelo P. falciparum, uma vez que esta espécie € mais patogénica.

Neste sentido, podemos inferir que em populagdes com baixa prevaléncia de
malaria, como diversas areas da regido amazobnica, o uso de protocolos
moleculares, particularmente mais sensiveis em coinfeccdes como a NR-qPCR,

fazem-se necessarios para as estratégias de vigilancia e controle.
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6.2. Infec¢cdes submicroscoOpicas na éarea de estudo

RevisGes sistematicas da literatura tem confirmado que o diagndstico
molecular pode aumentar consideravelmente as chances de se detectar maléaria com
baixas parasitemias (CHENG; CUNNINGHAM; GATTON, 2015; MOREIRA et al.,
2015). No presente estudo, a utlizagdo de ferramentas moleculares permitiu a
identificacdo de um numero consideravel de infec¢cdes submicroscopicas que
correspondeu a cerca de 85% do total de infecgbes malaricas identificadas na area
de estudo. Este resultado corrobora relatos na literatura a respeito da alta
prevaléncia de infeccbes submicroscopicas em populacbes vivendo em areas
endémicas para malaria (HOFMANN et al., 2018; ROUGEMONT et al., 2004,
SLATER et al.,, 2019), incluindo na Amazbnia brasileira (ALVES et al., 2002;
SUAREZ-MUTIS et al., 2007). No caso de P. vivax, espécie responsavel pela maior
parte dos casos de malaria na area de estudo, as evidéncias apontam que as
infeccbes submicroscopicas sdo ainda mais importantes em regibes com baixos
indices de transmissdo, como a regido amazonica, do que em areas hiperendémicas
para malaria, como os paises do sudeste asiatico (BOUSEMA et al., 2014). Embora
as raz0es para esta distribuicdo de infeccbes submicroscopicas néo sejam
conhecidas, pode-se especular que estejam associadas com caracteristicas Unicas
da biologia de P. vivax, incluindo a rapida aquisicdo de imunidade clinica, em
comparacao com P. falciparum (ADAMS; MUELLER, 2017) e as baixas parasitemias

caracteristicas desta espécie.

Neste trabalho, a proporcdo entre as infeccbes microscopicas e
submicroscopicas ndo foi alterada, de forma significativa, pela flutuacdo na
transmissdo de malaria, se mantendo estavel ao longo dos periodos do estudo.
Desta forma a prevaléncia das infeccdes detectadas apenas pelos protocolos
moleculares variou de 80% a 100% do total de casos de maléaria detectados. Estes
resultados reforcam a importancia de se detectar as infeccbes com baixas
parasitemias, particularmente em areas onde a doenca parece ter sido controlada,

como foi 0 caso do assentamento agricola de Rio Pardo.

Embora a contribuicdo real das infecgbes submicroscépicas para a
transmissdo de malaria ndo esteja bem estabelecida, achados recentes reforcam

gue estas infecgbes tém que ser priorizadas pelos programas de controle. Em uma
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revisdo sistematica recente, os autores analisaram uma seérie de conjuntos de dados
correspondendo a mais de 20 locais com ampla gama de intensidades de
transmissado (SLATER et al., 2019). Os resultados do estudo demonstraram que,
embora as infeccdes submicroscopicas possam ser menos infecciosas que as
infecgbes patentes, as mesmas podem funcionar como reservatorio da doenca,
podendo ser duradouras e requerendo ferramentas de diagnoéstico mais sensiveis
para detecta-las. De fato, individuos com parasitemias submicroscopicas possuem
gametdécitos circulantes, forma infectante para o mosquito vetor, na corrente
sanguinea, sendo potencialmente capazes de dar prosseguimento ao ciclo do
parasito no mosquito vetor (GRUENBERG et al., 2019; NGUITRAGOOL et al.,
2017). No Brasil, um estudo pioneiro ja havia demonstrado que o sangue de
individuos com infeccbes submicroscéopicas era capaz de infectar Anopheles
darlingi, principal vetor no pais (ALVES et al., 2005). Embora no presente trabalho
nenhum meétodo de deteccdo de gametocitos tenha sido utilizado, as evidéncias na
literatura e a alta propor¢ao de infecgcdes submicroscopicas no estudo sugerem que
tais infeccdes possam apresentar um importante papel na dindmica de transmissao
da malaria no assentamento agricola de Rio Pardo. De fato, no periodo de baixa
transmissdo de malaria em Rio Pardo (periodo II), onde nenhum exame
microscopico foi positivo (por busca ativa ou passiva), os dados encontrados
confirmaram a circulacdo do parasito na populacdo estudada, em niveis
relativamente significativos (4% de prevaléncia). Em conjunto, estes dados reforcam
gue a identificacdo de casos submicroscopicos deve ser uma das prioridades das
estratégias de vigilancia e controle de malaria na regido. A alta frequéncia de
infeccbes assintomaticas encontrada neste trabalho é relevante ainda, ja que

existem perspectivas de se tratar estas infeccées (JAITEH et al., 2019).

Ainda que a importancia das infec¢cdes submicroscopicas tenha sido
confirmada em diversas publicacbes (ALMEIDA et al., 2018; KAURA et al., 2019;
ZIMMERMAN; HOWES, 2015), a implementacdo de protocolos moleculares no
campo tem limitacbes devido, principalmente, ao alto custo e complexidade dos
ensaios, requerendo laboratorios especializados. Neste sentido, publicacdes
recentes vém propondo métodos de adaptacdo de técnicas moleculares para
condi¢cbes de campo. Dentre elas destacam-se as plataformas lab-on-chip, que

permitem a realizacdo e analise de ensaios de amplificacdo do DNA através de
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equipamentos portateis independentes de rede de energia (CHIN; LINDER; SIA,
2007; MALPARTIDA-CARDENAS et al., 2019; TAYLOR et al.,, 2011, 2014), e
também protocolos baseados na metodologia LAMP, que permitem visualizar o
resultado através da analise de turbidez ou fluorescéncia, dispensando o uso de
equipamentos de leitura (HSIANG; GREENHOUSE; ROSENTHAL, 2014).
Entretanto, até o momento, nenhum dos métodos propostos apresenta sensibilidade
similar as técnicas realizadas em laboratorios de referéncia. Neste sentido, a
determinacdo de um ensaio com alta sensibilidade e especificidade, e que possa ser
adaptado as plataformas “point of care” sem perda significativa na sensibilidade, é
de grande importancia para o correto diagnostico de infeccbes submicroscopicas e

um dos principais campos de pesquisa em malaria.

6.3. Influéncia de fatores demograficos e epidemiolégicos na
prevaléncia de malaria microscopica e submicroscopica na populacédo de Rio
Pardo

A regido amazonica apresenta uma distribuicdo heterogénea na incidéncia de
malaria, apresentando microrregides com maiores ou menores taxas de infeccao
(SIQUEIRA et al.,, 2016). Neste trabalho foram avaliados fatores que poderiam
alterar a distribuicdo de infecgcdes malaricas submicroscopicas na populacdo de Rio
Pardo, como idade, género, tempo de residéncia na comunidade e na regido

amazonica, bem como o local de moradia dentro da comunidade.

Na area estudada, a prevaléncia de maléria (microscépica e submicroscopica)
foi similar entre homens e mulheres. Este resultado ja era esperado ja que em Rio
Pardo, a agricultura familiar € uma das principais atividades de trabalho, o que
favorece a exposicdo semelhante entre homens e mulheres aos mosquitos vetores,
como demonstrado anteriormente (KANO et al., 2012). Por outro lado, o local de
residéncia dentro da area estudada influenciou significativamente na prevaléncia de
malaria. Assim, a prevaléncia de infeccfes entre os individuos que moram proximos
aos igarapés (ribeirinhos) foi trés vezes maior em comparacao aos individuos que
residiam nos ramais (estradas nao pavimentadas). Neste sentido, entende-se que a
populacgéo ribeirinha est4 mais exposta ao risco de transmissado de malaria devido a

proximidade aos criadouros do mosquito vetor (KANO et al., 2012; PIRES et al.,
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2018). Em conjunto, estes resultados confirmam que o perfil epidemiolégico da
doenca em &reas de assentamento agricola € diferente daquele relacionado a
doenca ocupacional, como em regides de garimpos e construcdo de estradas, onde
a doenca predomina em homens adultos (SOUZA et al., 2019). Assim, para o
sucesso dos programas de controle da doenca, faz-se necesséario levar em
consideracdo as peculiaridades de transmissdo de cada regido especifica
(FERREIRA; CASTRO, 2016).

No presente estudo, foi possivel confirmar que a prevaléncia da doenca
diminuiu com o aumento da idade. Assim, as parasitemias mais altas, isto €,
detectadas pela microscopia Optica, predominaram em criancas e adolescentes.
Estes resultados sugerem que, nesta populacédo, a longa exposicdo a transmissao
esta levando a imunidade contra a doenga, caracterizada aqui pela predominancia
de infeccdes submicroscépicas na idade adulta. Considerando que, nesta
populacéo, a idade do individuo corresponde ao tempo de residéncia na Amazonia
(KANO et al., 2012), a exposicao a malaria também pode ser avaliada pelo tempo de
residéncia na regido. Assim, os resultados aqui encontrados confirmaram uma
associacao positiva entre maiores parasitemias e menor tempo de residéncia na
regido. De interesse, o grupo de individuos considerados aqui como “nao infectados”
apresentou uma mediana de idade e de residéncia na Amazébnia (e na area de
estudo) superior aos demais grupos (N&o infectados > Submicroscopicos >
Microscopicos). Isto pode indicar que estes individuos apresentam uma imunidade
adquirida capaz de manter os parasitos em densidades abaixo do limite de deteccao
nos ensaios de PCR aqui utilizados. Reforcando esta hipotese estdo os achados
recentes que sugerem que a maior parte das formas sanguineas do P. vivax pode
estar sequestrada em 6rgdos como a medula éssea e baco (OBALDIA et al., 2018).
Portanto, para confirmar esta hipétese, seria necessario utilizar protocolos de PCR
ultrassensiveis, que requerem o processamento de grandes volumes de sangue
(HOFMANN et al., 2015) ou processamento mais complexo das amostras, incluindo
processos de filtracdo do sangue para retirar o DNA do hospedeiro (HOFMANN et
al., 2018). Infelizmente, estes procedimentos estdo fora do alcance dos objetivos

aqui propostos.

Embora a relacdo entre exposicao e protecdo clinica a malaria ja esteja bem
estabelecida na literatura (CLARK et al., 2012; GARCIA-SENOSIAIN et al., 2020;
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WIPASA et al., 2010), os resultados no Brasil ainda sdo escassos (BARBOSA et al.,
2014; LADEIA-ANDRADE et al., 2009). Na area de estudo, 0 nosso grupo tem
mostrado que os chamados anticorpos protetores, isto é, que bloqueiam a interacao
do parasito com a sua célula hospedeira, aumentam com a exposi¢cdo a malaria
(KANO et al., 2016; PIRES et al., 2018; SOUZA-SILVA et al., 2014). Estes dados
reforcam a presenca de imunidade adquirida contra o parasito, particularmente

contra o P. vivax, que predomina na area de estudo.

LimitacOes relacionadas as amostras e ao intervalo entre os cortes
transversais impediram que fosse realizado o acompanhamento individual da
populacdo de estudo. Apesar disto, o0s resultados obtidos neste trabalho
demonstram a importancia de se determinar a prevaléncia de infeccOes

submicroscopicas em diferentes situagcdes de transmissdo na Amazonia Brasileira.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram as seguintes conclusdes:

A maior parte das infec¢cbes malaricas em Rio Pardo, cerca de 85%,
sdo submicroscépicas, reforcando a necessidade da utilizacdo de
ferramentas moleculares no diagnéstico da doenca em regides
endémicas;

A utilizagdo simultanea de protocolos baseados em alvos ribossomais
e nao ribossomais nao apresenta beneficios na deteccéo de infeccbes
com parasitemias submicroscopica; entretanto, para o diagnostico de
coinfecgbes por P. vivax e P. falciparum fazem-se necessarios
protocolos baseados em alvos nao ribossomais;

O P. vivax é a espécie de plasmédio humano mais prevalente na area
estudada, seguido P. falciparum e coinfec¢des entre as duas espécies.
InfeccBes por P. malariae foram pouco prevalentes nesta comunidade;

A distribuicdo de maléaria na populacdo de assentamento agricola de
Rio Pardo € heterogénea, sendo mais prevalente em habitantes que
residem proximos aos criadouros de mosquitos nos igarapés;

A exposicdo continua da populacdo de estudo a niveis relativamente
baixos de transmissdo de malaria leva ao desenvolvimento de
imunidade contra a doenca, caracterizada aqui por diminuicdo da
parasitemia com o aumento da idade e o tempo de residéncia na

Amazobnia brasileira.
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Abstract

Background: The unexpected high proportion of submicroscopic malaria infections in areas with low transmission
intensity challenges the control and elimination of malaria in the Americas. The current PCR-based assays present
limitations as most protocols still rely on amplification of few-copies target gene. Here, the hypothesis was that ampli-
fication of different plasmodial targets—ribosomal (185 rRNA) and non-fibosomal multi-copy sequences (Pvr47 for
Plasmodium vivax and Pir364 for Plasmodium falcparum)—could increase the chances of detecting submicroscopic
malaria infaction.

Methods: A non-ribosomal rezl-time PCR assay targeting Pvrd7/Pfr364 (NR-gPCR) was established and compared
with three additional PCR protocols, two of them based on 185 rRNA gene amplification (Nested-PCR and R-gPCR) and
one based on Pvr47/Pfr3564 targets (NR-cPCR). The limit of detection of each PCR protocol, at single and artificial mixed
£ vivax/R falciparum infections, was determined by end-point titration curves. Field samples from dinical (n=110) and
subclinical (n=324) malaria infections were used to evaluate the impact of using multiple molecular targets to detect
maiaria infections.

Results: The results demonstrated that an asseciation of ribocsomal and non-ribosomal targets did not increase sen-
sitivity to detect submicroscopic malaria infections. Despite of that, artificial mixed-malaria infections demonstratad
that the NR-gPCR was the most sensitive protocol to detect low-levels of P vivax/P fakiiparum co-infections. Field stud-
ies confirmed that submicroscopic malaria represented a large proportion (up to 77%) of infections among asympto-
matic Amazonian residents, with 2 high proportion of infections (~ 206} identified only by the NR-qPCR.
Condlusions: This study presents a new species-specific non-ribosomal PCR assay with potential to identify low-den-
sity P vivax and P faiciparum infections. As the majority of subdlinical infections was caused by P vivax, the commonest
form of malaria in the Amazon area, future studies should investigate the potential of Pvr47/Pfr364 to detect mixed-
malaria infections in the field.
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Background

Malaria is a worldwide public health concern that is
present in roughly 90 countries, mainly in tropical and
subtropical regions [1]. While Plasmodium vivax is the
most widely distributed parasite causing malaria, Plas-
modium falciparum accounts for the most severe forms
of the disease [2]. Although malaria incidence rate is
estimated to have decreased by 18% globally between
2010 and 2016, a recent increase in case incidence
occurred in the Americas, particularly in the Amazon
rainforest [1, 3].

In order to progress towards malara control and
elimination, it is critical to understand the sources of
transmission (the infectious reservoir) and those at risk
of infection at the population level [4]. In this context,
the molecular detection of Plasmodium infections in
endemic areas have confirmed previous finding of high
frequencies of malaria infections at densities below the
limit of conventional microscopic diagnostics [5-9]. It
is particularly relevant as data from systematic reviews
have shown that across different geographic areas low-
density infections may represent the majority of malaria
infections [10, 11]. Accordingly, a substantial proportion
of asymptomatic and submicroscopic malarial infections
has been described in peri-urban areas of the Brazilian
Amazon [12]. Many are the implications of these find-
ings as submicroscopic malaria carriers may be able to
transmit the Plasmodium parasites, acting as reservoirs
for malaria [13, 14]. Bevond the practical value of using
molecular tools to identify submicroscopic carriers and
mixed-species infections, malaria infections at any den-
sity may have significant health and sociceconomic con-
sequences [15].

Historically, the small subunit 185 of the ribosomal
RNA gene (185 yRNA) has been the most common tar-
get used for molecular diagnosis of malaria [16-20]. As
this gene is present in few copies {5 to 8) in the genome
of Plasmodium parasites [21], low sensitivity and repro-
ducibility of standard PCR protocols based on 185 rRNA
gene amplification have been described [22, 23]. In the
last decade, the genomic data mining of Plasmiodium
parasites has allowed the discovery of new species-
specific multi-copy targets which show potential for
molecular diagnosis of P vivax and P falciparum malaria
[24-26]. Among the promising targets include the non-
coding subtelomeric repeat sequences Pvrd47 and Pfr364
that are present in 14 and 41 copies in the genomes of P
vivax and P. falciparum, respectively [24]. While there is
evidence for their location and distribution, the biologi-
cal functions of Pvr47 and Pfr364 remains to be estab-
lished. By using a single-step PCR assay to amplify Pvr47/
Pfr364 targets, it was possible to demonstrate the rela-
tively higher sensitivity of these targets as compared to
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the amplification of 185 rRNA gene by the conventional
nested-PCR assay [24].

Since most malaria PCR-based protocols still relies on
amplification of 185 rRNA gene, which has low sensitiv-
ity to detect low-density infections, we evaluated here
how useful Pvr47/Pfr364 targets are to detect single and
mixed P vivax and P falciparum infections in clinical
and subclinical malaria. As the original PCR protocol to
amplify Pvr47/Pfr364 involved DNA visualization on gel
electrophoresis [24], here a new gPCR protocol target-
ing these high-copy non-ribosomal sequences was estab-
lished. The experimental approach evaluated whether
amplification of different plasmodial targets (Pvr47/
Pfr364 and 185 rRNA gene) could increase the chances
of detecting submicroscopic malaria infections. For
that, field samples (clinical and subclinical malaria) were
amplified by four different PCR assays, two of them tar-
geting Pvr47/Pir364 sequences [24] and two targeting the
185 rRNA gene [16, 17].

Methods

Study population and participants

Ethical and methodological aspects of this study
were approved by the Ethical Committee of Research
on Human Beings from the René Rachou Institute/
Oswaldo Cruz Foundation (protocols No 24/2008, and
No 1.821.955/2016), according to the Brazilian National
Council of Health (Resolutions 196/96 and 466/12). All
participants were informed about the objectives and
procedures of the study, with voluntary participation
through written informed consent.

Clinical malaria

This group included individuals with clinical suspicion
of malaria who sought care at Brazilian malaria refer-
ence healthcare facilities located in both endemic (States
of Rondénia and Mato Grosso) and non-endemic areas
(Minas Gerais). After short-trips to malaria transmis-
sion areas, these individuals presented symptoms sug-
gestive of uncomplicated malaria infection, such as fever,
myalgia, chills, and headaches. Non-inclusion criteria
included: (1) refusal or inability to sign the informed con-
sent; (ii) age below 5 years-old; (iii) pregnant women; and
(iv) any other co-morbidity that could be traced. One-
hundred-and-ten patients were enrolled in the study,
which gives 90% statistical power at 5% significance level
assuming 30% of prevalence by light microscopy and
an estimative of 50% increase by molecular assays; the
majority of study population were adults, with a median
age of 40 years (IQR 30.75-48.25), and a proportion
female:male of 1:5. For each individual, blood sample was
collected at a single time point by venipuncture or finger
prick. The period of blood collection varied from 2008
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to 2017, and since there, all samples from participants
have been maintained in the biorepository of malaria
research group at FIOCRUZ-MINAS (Belo Horizonte,
MG), Brazilian Ministry of Health, according to the local

legislation.

Subclinical malaria

This group included malaria-exposed individuals who
had participated of cross-sectional surveys carried-out
between 2008 and 2015 in a rural community of the
Brazilian Amazon rainforest, Rio Pardo (1"46'S—1°54'S,
60°22"W—60"10'W), Presidente Figueiredo municipality,
State of Amazonas. The study site and malaria transmis-
sion patterns have been described in details elsewhere
[27-29]. In this area, malaria transmission is considered
hypo to mesoendemic, and the majority of residents were
natives from the Amazon region [27]. For the current
study, the non-inclusion criteria were: (i) refusal or ina-
bility to sign the informed consent; (ii) any signs and/or
symptoms that could be related to symptomatic malania
such as fever, myalgia, chills, and headaches; the absence
of symptoms was self-reported and obtained during a
personal interview conducted through structured ques-
tionnaire, as previously described [27]; (iii) age below
5 years-old, as subclinical malaria infection is not preva-
lent in Amazon children [30]; (iv) pregnant women; and
(v) any other morbidity that could be traced. This group
was composed by 324 participants; considering 7% of
prevalence by light microscopy [27] and assuming that
in an area of greater chance of P. vivax infection molecu-
lar assays is expected to increase malaria prevalence by
a factor of 2 [11], sample size will give more than 90% of
statistical power at 5% significance level. The median age
of studied individuals were 40 years (IQR 24-56), with
female:male ratio of 1:1.5, and an average of 35 years
(IQR 21-52) living in the endemic area. For each indi-
vidual, blood sample was collected at a single time-point
by venipuncture or finger prick. As in the study area
the number of malaria cases fluctuated during the last
8 years, reflecting periods of high and low malaria trans-
mission [31], samples covered the temporal-variation in
the profile of malaria transmission; thus, the blood sam-
ples were collected from November 2008 to June 2015,
and all biological specimens have been maintained in the
biorepository of malaria research group at FIOCRUZ-
MINAS (Belo Horizonte, MG), Brazilian Ministry of
Health, according to the local legislation.

Conventional light microscopy

At the time of blood collection, all individuals (clinical
and subclinical groups) were submitted to a finger-prick
for malaria diagnosis by light microscopy. The Giemsa-
stained thick blood smears were prepared and examined
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by experienced local microscopists, according to the
malaria diagnosis guidelines of the Brazilian Ministry of
Health [32]. Parasite density was estimated as the num-
ber of parasites per microlitre of blood {parasites/ul.),
and all microscopically positive cases were treated imme-
diately in local health services, following the national
malaria treatment protocols recommended by the Brazil-
1an Ministry of Health [33].

Extraction of genomic DNA

The experimental approach to the molecular detection of
clinical and subclinical malaria infections was included in
Fig. 1. Genomic DNA (gDNA) was extracted from either
whole blood samples collected in EDTA, or from dried
blood spots on filter paper using the Gentra Puregene
Blood Kit (Qiagen) and the QIAamp DNA Mini Kit (Qia-
gen), respectively, according to manufacturer’s instruc-
tions. As an internal control of the DNA extractions,
10% of the samples extracted were randomly submitted
to a PCR assay for the amplification of a human gene
(ABO blood group), according to the protocol previously
described [34]. All samples tested amplified the target
gene. The extracted DNA was stored at — 20 “C until use.

Panel of Plasmodium reference samples
The following parasites were used as reference in molec-
ular assays: (i} P falciparum (3D7 strain) from in vitro
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PCR based-protecols targeting ribosomal (7185 rAVA gene) and
non-ribasomal Plasmodium sequances. The 185 eNA-basad peotocols
Inchuded a Nasted-PCR assay adapted from the original protacol
(16) with modifications (22}, and a real-time PCR assay (R-GRCR as
pravicusly describad (17). The non-ribosomal (NR) amplification
of 2 vivax (Pvr47) and P faiciparur (Pr364) Imvalved a previously
described single step corventional PCR assay (NR-GACR) (24), and
a realtime PCR protocol (NR-gRCR) whose prirars and oycling
conditions were desaibed in*Methods”
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continuous blood-stage cultures maintained in the rou-
tine of the laboratory, according to protocol previously
described [35]; (i) P vivax, P falciparum and Plas-
modium malariae from peripheral blood of malana
infected individuals whose species-specific diagnosis
was confirmed by PCR protocols (Malaria Bioreposi-
tory, FIOCRUZ-Minas, MG, Brazil);, (it) Plasmodium
brasiliamem/P. malariae (Peruvian 111 strain, MR4-349)
kindly provided by the Malaria Research and Reference
Reagent Resource Center, MR4 (Biodefense and Emerg-
ing Infections Research Resources Repository, BEI
Resources, NIAID/NIH, ATCC, USA).

End-point Plasmodium DNA titrations of single and mixed
Plasmodium vivax and Plasmodium falciparum infections
DNA samples from high-density P vivax (12,900 para-
sites/pl.) and P falciparum (13,400 parasites/pl.) infec-
tions were used to determine the end-point detection for
ribosomal and non-ribosomal PCR assays. For each plas-
modial DNA, three-fold dilutions were prepared range
from 2000 to 0.3 parasites/ul.. Similarly, artificial mixed
malaria infections were produced by mixed DNA sam-
ples from P vivax and P falciparum in different propor-
tions (1:1 until 1:2000; threefold dilutions). Each sample
was assayed in triplicate and submitted to all PCR proto-
cols (Fig. 1).

Primers design and real-time PCR conditions to amplify

the non-ribosomal Pvr47/Pfr364 targets (NR-gPCR)
Primers and MGB (minor groove binder) probes were
designed for Pvr47 and Pfr364 targets using Primer-Blast
(NCBI} and OLIGO (version 4.0, 1999) softwares, con-
sidering conserved regions in each species alignments.
The alignments were based on the sequences previously
described [24], composed of 14 copies of Pvrd7 (P vivax
Sal-I strain) and 41 copies of Pfr364 (subfamilies 1 and
2 of P falciparum 3D7 strain). The set of oligonucleo-
tides obtained for Pvr47 was 5 TCCGCAGCTCACAAA
TGTTC3' (forward), 5'ACATGGGGATTCTAAGCC
AATTTA3 (reverse), and YHEX-TCCGCGAGGGCT
GCAA3' (probe), which binds respectively to positions
142-161, 245-222 and 189-204 of P vivax Sal-1 (Gen-
Bank accession number AAKMO01000578), resulting in
a 104 bp amplicon. For Pfr364, the set used was 5ACT
CGCAATAACGCTGCATS {forward), S TTCCCTGCC
CAAAAACGG3' (reverse), and 5'FAM-GGTGCCGGG
GGTTTCTACGC3' (probe), which binds respectively
to positions 313-331, 400-383 and 335-354 of P fald-
parum 3D7 (PBD7 04 12625 14152, in [24]), resulting
in an 88 bp amplicon. All NR-qPCR reactions were per-
formed in 10 pl. volumes containing 2 ul. of DNA (-3
to 6 pL of whole blood) and 5 ul. of TagMan Universal
PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). For Pvr47
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amplification was used 50 nM of forward primer, 900 nM
of reverse primer, and 250 nM of probe; for Pfr364,
900 nM of forward primer, 300 nM of reverse primer, and
150 nM of probe were used. The PCR assays were per-
formed using the automatic thermocycler ViiA7 Real-
Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) and the
following cycling parameter: a pre-incubation and initial
denaturation, respectively, at 50 °C for 2 min and 95 °C
for 10 min, followed by 40 cycles of denaturation at 95 °C
for 15 s, primers annealing at 52 "C for 1 min, and exten-
sion at 60 "C for 1 min. The fluorescence acquisition was
performed at the end of each extension step. Analytical
sensitivity and specificity of Pvr47 and Pfr364 NR-qPCR
assays were included as an Additional file 1. Specificity
was investigated using template DNA from either malaria
unexposed individuals (n=30) or other Plasmodium
species (Additional file 2). For the limit of detection,
standard curves were prepared from serial dilution of
plasmid DNA carrying the Pvr47 or Pfr364 target (Addi-
tional file 3). The cycle threshold (Ct) values of 37 and
38 (C,= 37 or C,;= 38) were used to define positivity to P
vivax and P falciparum, respectively.

Amplification of Pvr47/Pfr364 targets by conventional PCR
assay (NR-cPCR)

The amplification of the targets Pvr47 (P vivax) and
Pfr364 (P falciparum) were conducted by using prim-
ers previously described [24]. Details about primers and
cycling conditions were included in Additional file 4.

18S rRNA gene amplification by nested-PCR
(Nested-PCR) and real-time PCR assay (R-qPCR)
Nested-PCR assay for amplification of 185 rRNA gene
was performed as described [22], using genus and spe-
cies-specific primers previously described [16]. The
real-time PCR (R-qPCR) method uses a single pair of
genus-specific primers for the detection of the 185 rRNA
gene, with two internal species-specific hydrolysis probes
for P falciparum and P. vivax [17]. Primers and cycling
conditions for 185rRNA gene amplification (Nested-PCR
and R-gPCR) were included as Additional file 4.

Statistical analysis

Differences in proportions were evaluated using the Chi
square (x°) test or Fisher’s exact test, as appropriate. The
Probit Regression analysis was used to define the limit of
detection (LOD} of NR-qPCR assay, with different input
concentrations of plasmid DNA used to calculate the
predicted proportion of positive results (MedCale Statis-
tical Software program, Ostend, Belgium). Heat map of
malaria prevalence was constructed using the heatmap.2
function available in the R package gplots. The assess-
ment of sensitivity and spectficity of PCR assays was
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determined as described [23], with the reference stand-
ard established by combining the detection of any PCR
assay excluding the protocol under evaluation. The anal-
yses of sensitivity and specificity were performed in the
GraphPad InStat, version 3.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). The significance at the 5% level was
constdered to all analysis.

Results

Limit of detection of Pvr47 and Pfr364 NR-qPCR

To determine the LOD of NR-gPCR protocols, standard
curves were constructed for each DNA plasmid carry-
ing the target gene (Pvr47 or Pfr364) through serial dilu-
tion ranging from 20,000 to 0.05 copies/ul. (Additional
file 3). By using probit regression analysis was possible
to demonstrate that NR-qPCR developed here presented
a 95% probability of detecting levels as low as 0.66 cop-
ies/ul. for P vivax (Additional file 5A) and 3.27 copies/
ul. for P falciparum (Additional file 5B). No amplification
was observed by using template DNA from either malaria
unexposed individuals or other Plasmodium species
{data not shown, Additional file 2).

Ribosomal and non-ribosomal detection

of monoinfections caused by either P. vivax or P. falciparum
The ability of different targets (J85 rRNA vs. Pvr47/
Pfr364) to detect P vivax and P falciparum monoinfec-
tions at low parasite densities was investigated through
serial dilutions of field samples containing known
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amounts of either P vivax or P falciparum gDNA. In
case of P vivax monoinfection, no significant difference
was observed between parasite targets amplified by PCR
(Table 1). Despite of that, the NR-gPCR was the only
protocol able to consistently detect the lowest levels of
parasite densities (all replicates amplified until 1 parasite/
plL). Variability between PCRs assays using the same tar-
get resulted in a difference in positivity between conven-
tional and real-time PCR assays targeting Pvr47 (67% vs.
96% for NR-cPCR and NR-qPCR, respectively). Consid-
ering P falciparum titration (Table 2), regardless the PCR
assay, the amplification of Pfr364 sequence was more
precise than 185 rRNA gene (80% vs. 59%, p=0.0359,
Fishers exact test). While the amplification of Pfr3&4
by NR-gPCR was reproducible until 3 parasites/pl., the
amplification of 185 rRNA was inconsistent, alternating
between positive and negative results at similar levels of
parasite density (both nested-PCR and R-qPCR).

Ribosomal and non-ribosomal detection of artificial mixed
P. vivax and P. falciparum infections

Next, the ability of ribosomal and non-ribosomal targets
to amplify artificial mixed malaria infections was evalu-
ated. By fixing the amount of P vivax DNA (1433 para-
sites/pL) and varying the amount of P falciparim (1489
to 0.7 parasites/plL), it was possible to demonstrate that
the protocols based on non-ribosomal targets were much
more precise to identify both parasite species, even when
P, falciparum was present at very low densities (Table 3).

Table 1 Titration of P. vivax single infection by PCR assays targeting ribosomal (7185 rRNA) and non-ribosomal (Pvr47)

species-specific sequences
#. vivax monoinfection {12,900 parasites/pL)®
Parasite density (l.ll.)" 18SMNA Pvrd7
Nested-PCR R-gPCR NR-CPCR NR-QPCR

2000 373 (10098 373 (100%) 3/3 (1009%) 3/3 (10096}
620 3/3 (1009 373 (100%) 373 (10094 3/3 (100%:)
20 3/3 (1009} 373 (1009%) 373 (100%) 3/3 (100%)
74 3/3 (10094 373 (100%) 3/3 (1009 3/3 (100%)
25 3/3 (10098 373 (100%) 3/3 (10094 3/3 (100%)

3/3 (1009 373 (100%) 373 (1009 3/3 (100%:)
3 373 (1009 373 (100%) 03 (0%) 373 (100%)
1 1/3 (33%) 273 (6795 0/3 (0%) 3/3 (100%:)
03 /3 (0%) 213 (679%) Q73 (%) 23 (67%)
PCR postvity 22/27 (81%0= 25027 (S 18727 (67%) 26/27 (96%)°
Target postivity 47/54 (BT9* 44/54 (8199¢

Pvmbbod-dmwdDNAtwnphtomssﬂuldlbbd[mmoapwunyﬂJandmbmnadmndKﬁpuxdmuwhmhmbmmvmdulhn

n

kation to the totdl of replicates (percontage of positiva). PCR assays wore defined as described in logend of Fig. 1

ﬁﬁccmloﬂmslabl ndmﬁfmonbﬂmpmpomuuwa:ons Fishor's Exact Test)

No difference was observed botweon peoportions of targets positivity ()
* Determinod by Light Micrascopy
“ Parasite density (il of blood) was estimated accoeding to the fold-diution
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Table 2 Titration of P. falciparum single infection by PCR assays targeting ribosomal (185 rRNA) and non-ribosomal

(Pfr364) species-specific sequences
P. falciparum monoinfection (13,400 parasites/pL)*
Parasite density (pL)® 18SRNA Pir364

Nested-PCR R-gPCR NR-CPCR NR-QPCR
2000 3/3 (1009 373 (100%) 373 (1009 373 (100%}
670 373 (1009 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (1009}
20 3/3 (1009 373 (100%) 3/3 (10094 373 (100%}
74 3/3 (1009 373 (100%) 373 (1009 373 (100%}
25 273 (67%) 23 (67%) 3/3 (1009 3/3 (100%:;)
8 1/3 (33%) 173 (339%) 373 (10094 3/3 (100%}
3 173 (33%) 1/3 (3398 273 (67%) 3/3 (100%)
i 073 (0%) O3 (0% 13 (33%) 073 (0%)
03 0/3 (0%) O3 (%) 0/3 (0%) 1/3 (33%)
PCR positadty 16/27 (59%)° 16/27 (599" 2127 (789 22027 (81%)°
Target positadty 32/54 (5995 43/54 (809

P, falciparum blood-desived DNA template was serial diuted {2000 to 03 parasites/ul) and submitted to each PCR protocol in triplicate. The results were expressad as
the number of pasitive samples in relation to the total of replicates (percentage of postive)

Differant lotters (a, ¥, b) indicate differences batwoan proportions (p < 0.05, Fisher’s Exact Tost). PCR assay= were defined as dascribed in legend of Fig. 1

* Determined by light micoscopy
€ Parasite donsity (il of blood) was astimated accoeding 1o the fold -dilution

Table 3 Titration of P. falciparum in artificial mixed infections by PCR assays targeting ribosomal (185 rRNA) and non-

ribosomal (Pvrd7/Pfr364) species-specific sequences

Parasite density (per 18SRNA Pyra7/Pfr364 (NR targets)
pl of blood)
Nested-PCR R-qPCR NR-CPCR NR-gPCR
Pv Pf # #2 23 £ ¥2 3 #1 22 #3 #1 #2 #3
1433 1485 Pv+#f Pv+Pf Pv+Pf Pe4Pf Py Pv+Pf Pv+Pf PP Pe+Pf PvsPi PPl Pv+Ff
4%  Pv+Pf Pv+Ff Pv+Pi Py Py Py Pv+pf P+Pf v+l Pv+Pi Pv+Pf Pu+ Pl
165 Pv+Ff Pv+Pf Pv+Pf PV P PV Pv+Pf Pe+Pf Pv+Pf Pv+Pf Pv+Pf Pe+Pf
55 Py Pv+Pf Pv+Pf Py Py PV v+ #f Pv+PE Pe+Pf Pv+Pf P+Pl Py pf
18 Pv+pf Pv Pi+P Py Py Py Pv+Pf P+Pf v+l pv+pPi Pv+Pf Pv+pf
Pv PV 2% Py Py PV Pv+Pf Pe+Pf Pv+Pf Pv+Pf Pv+Pf Pu+Pf
Pv Pv Py Py Py Pv PV Pv Pv Py Pv+Pf Py+pf
07 Py Pv Py Py P PY Pv+Pf Py PV Py+pi Pv+Pf Pv
PCR positadty 13/24 (549%)° 2/24 (3% 19/24 (7995 22/24 (92%)°
Target positadty 15/48 (319} 41748 (85%)F

Artificial mitures containing P vivax (Pv) and F. falaparum (Ff) in different

were prapared from wall-charactarized ficld samples, as desaibed in Methods.

proportions
The results are axpressed as pesitive to P vivax and F. fafaparom (Py -+ P, B wivax (Py) or B fakciparum (P, For aach PCR assay, diution points were assayed in triplicate

(27 to 23)

Differant lotters (a—c or 2, b) indicate significant differences betwoan proportions (p <0.05, Fisher'’s Exact Tost)

Taken together, non-ribosomal protocols identified 85%
{41 out of 48) artificial mixed infections, while ribosomal
protocols identified only 31% (15 out of 48). By compar-
ing the variation intra-target, the amplification of 18§
rRNA gene by R-qPCR demonstrated a trend to amplify
P vivax in detriment of P falciparwm, even when P, falci-
parum DNA was present at relatively high concentrations

(Table 3). By fixing the concentration of P falciparum
(1489 parasites/pl.) and varving P vivax densities (1433
to 0.7 parasites/ul.), a good performance of both targets
was observed until 6 parasites/pl. (Table 4). Although
there was no significant difference between the amplifi-
cation of ribosomal and non-ribosomal targets (69% vs.
83%), the NR-qPCR protocol developed here seems to
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present a better performance as compared to 185 rRNA
amplification, detecting almost all replicates in all P
vivax/P. falciparum dilution points. In fact, NR-qPCR
was the only PCR assay able to consistently detect mixed
infection when one of the species was present in a ratio
of about 700-fold lower than the other species (1489 vs.
2 parasites/pl. to all replicates) (Table 4).

Field evaluation of ribosomal and non-ribosomal PCR
targets in clinical and subclinical malaria infections
Initially, the potential use of both ribosomal and non-
ribosomal PCR targets for application in malaria field
studies involved samples from 110 symptomatic indi-
viduals whose light microscopy (LM) confirmed 35
(32%) malaria infections (Fig. 2). As compared with LM,
185 rRNA gene PCR-based assays (nested-PCR and/or
R-qPCR) identified a similar proportion of malaria infec-
tions (35%, n=39) (Fig. 2a); of interest, the majority of
positive samples were amplified by both 185 rRNA pro-
tocols. Basically, the same proportion of positives was
obtained with the non-ribosomal protocols (NR-cPCR
and/or NR-qPCR). In addition, the use of different PCR
targets (ribosomal and non-ribosomal) did not increase
malaria positivity (Fig. 2a, the right-side bar chart, in
lilac; p=1.0 for ribosomal vs. both PCR-targets and
p=0.89 for non-ribosomal vs. both targets). To confirm
that an association of ribosomal and non-ribosomal tar-
gets did not increase sensitivity to detect submicroscopic
malaria infections, the values of sensitivity and specificity
were determined for molecular PCR-assays. In accord-
ance, the performance of each PCR assay was similar
with almost no detection of false positives or negatives
(Table 5). Plasmodium species-specific identification
(Fig. 2b) showed the same pattern of positivity, with no
significant difference obtained between methods (LM vs.
PCR based-protocols) or target amplified (ribosomal vs.
non-ribosomal). In this symptomatic malaria patients,
P vivax and P falciparum were found in similar propor-
tions. Despite of that, a couple of mixed-infections (5 out
of 6) identified by LM (Fig. 2b, first panel) could not be
confirmed by any PCR-based assay.

Sereening for subclinical malarta infections among indi-
viduals from cross-sectional surveys identified a positivity
of 7% (21 out of 324) by LM (Fig. 3A). In this population,
molecular diagnosis of malara increased three to four
times the detection of subclinical malarta carries. How-
ever, the amplification of either 185 »rRNA gene (nested-
PCR/R-gPCR) or non-ribosomal targets (NR-cPCR/
NR-qPCR) detected a similar proportion of subclinical
infections, being 22% (n=72) and 27% (n=89), respec-
tively. As the predicted sensitivity of individual PCR assays
varied significantly in this group of low-parasite densities,
especially with high false negative rate for nested-PCR
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as detected by Bght microscopy (LM) o PCR-based protocols
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PR R

Tepresents an assay and subjects were represented In iows

. i

assay (Table 5), a significant amount of submicroscopic
infections was identified only by the real-time PCR assays,
e, R-qPCR for 185 rRNA and NR-qPCR for Pvr47/Pfr364
sequences. In additon, the majority of submicroscopic
infections were identified by both ribosomal and non-
ribosomal targets (Fig. 3A, the right-side bar chart, in lilac;
p=0.09 ribosomal vs. both PCR-targets, and p=0.86 for
non-ribosomal vs. both targets). Overall, while PCR proto-
cols identified 92 (28%) subclinical infections, only 21 (7%)
were identified by LM (p<0.0001, Fig. 3), indicating that
71 out of 92 (77%) infections were missed by the routine
LM. Species-specific identification demonstrated a high
proportion of P vivax as compared with P falciparion and
mixed infections (Fig. 3B), and confirmed differences in
the sensitivity between protocols. Although real-time PCR
assays (R-qPCR and NR-qPCR) presented a better per-
formance than conventional PCR assays (NRc-PCR and
Nested-PCR), the results confirmed the gains achieved
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Table 5 Assessment of sensitivity and specificity for molecular PCR-assays in clinical (n=110) and subclinical (n =324)

malaria suspects

Study population/  Truepositive  Falseposttive*  Truenegative  Falsenegative  Sensitivity (C195%)  Specificity (C1 95%)

molecular protocol

Clirdcal malaria suspects
Nested-PCR 36 (4] 70 4 S0% (0.76-0.97) 100% (0.95-1.0)
ARGPCR 37 1 70 2 5% (083-0.99) 95% (0.92-1.0)
NR-CPCR 34 o 70 6 85% (0.70-0.34) 100% (0.95-1.0)
NR-qPCR 36 1 70 3 2% (0.75-0.58) 99% (0:52-1.0)

subchknical malara suspacts
Nested-PCR 16 1 32 75 18% (0.10-0.27) 100% (0.98-1.0)
R-QPCR 67 2 232 23 74% (054-083) 95% (0:57-1.0
NR-CPCR 42 0 232 50 4605 (035-056) 100% (0.98-1.0)
NR-gPCR 2 17 232 3 965% (0.89-099) 93% (0.89-096)

Sensitivity and specaficity was determined as previously described (23). The roference standaed (true positive) for each protocol was caloulated by combining the

detactions by any P(R, axduding the protocol under evaluation

* Fako positive in 2 sonsa that no cther molecular protocol detectad these infoctions

by using NR-gPCR to detect subclinical malaria infection
(Fig. 3B). According, considering only the submicroscopic
infections identified by any PCR-based assay (73 out of 92),
Venn diagram demonstrated a high proportion of infec-
tions (18%, 13 out of 73) identified only by the NR-qPCR
(Fig. 4). In terms of amplified target region, 9% (n="70)
of submicroscopic infections were detected by non-riboso-
mal sequences, while 78% (n=57) were detected by ribo-
somal target (p=0.0024, Fisher's exact test).

Discussion

Although major advances have been reached for the
molecular detection of malaria parasites [25, 26, 36, 37],
most sensitive PCR-based assays require high-volume of
venous blood and complex sample processing [8, 23, 38,
39], being not feasible in the context of malaria routine
surveillance. The current study involved investigate the
hypothesis that the amplification of both ribosomal and
non-ribosomal multi-copy PCR targets could increase
the chances of detecting low parasite density and mixed
P. falciparum and P vivax infection. For that, a non-
ribosomal (NR) qPCR targeting the multi-copy Pvr47/
Pfr364 sequences was developed and this new proto-
col was compared with the original non-ribosomal gel-
stained PCR-based protocol [24] as well as with two
species-specific PCR assays based on the 185 rRNA gene
amplification.

The end-point titration assays of field samples revealed
that the NR-qPCR protocol was able to accurately detect
both P vivax and P falciparion infections—in single
and artificial mixed infections—producing reproducible
results at the lowest parasite densities (1-3 parasites/ul).

Although there was considerable variation between PCR
protocols assayed, the non-ribosomal protocols (NR-
¢PCR and NR-qPCR) were more accurate than ribosomal
(nested-PCR and R-qPCR) to detect mixed-species infec-
tions. Of interest, only NR-qPCR assay developed here
were able to detect P falciparum when this species was
present in a proportion of 240-fold lower than P vivax.
As the sensitivity of any PCR protocol depends largely
on the molecular target used [40], the high copy num-
ber of Pfr364 (around 20 copies of “subfamily 1" targeted
by specific primers) probably facilitated the detection of
low levels of P falciparum in co-infections as compared
to 185 rRNA (around 5-8 copies). Although different
multi-copy targets have been described as sensitive for
molecular diagnosis of malaria [23, 25, 36], those stud-
ies did not investigate the reliability of these targets in
mixed-malaria infections, which precludes any poten-
tial comparison with results described here. In addition,
most of the studies have been carried-out in endemic
areas, such as Papua New Guinea, that currently does
not represent an unstable and low-transmission endemic
area |23]. More work needs to be done in this field of
investigation. An apparent inability of 185 rRNA qPCR
to detect low P falciparum densities in situation where P
vivax was present in much higher densities was observed.
The use of a single pair of primers to detect both species
may have been a determinant factor in causing failure of
R-gPCR to identify mixed infections. A similar phenom-
enon of primer competition was described in the original
protocol [17], straightening that species-specific primers
should be used in field studies in which malaria co-infec-
tion is expected to be relevant.
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Identsfied by each PCR-based assay targeting ribosomal (Nested-PCR
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In clinical malaria suspects, the overall prevalence for
P vivax and P falciparum detected by amplification of
non-ribosomal Pvr47/Pfr364 targets was not significantly
different than that of either conventional microscopy or
185 rRNA gene amplification. The predicted sensitivity
and specificity of each PCR protocol assayed here were
also similar, and it was independent of the parasite tar-
get. Although the clinical sample size limited the statisti-
cal power to detect small differences between protocols,
these results were not completely unexpected as symp-
tomatic patients usually present high parasite densities
in the peripheral blood; consequently, it may facilitate
the confirmation of malaria infection by less sensitive
protocols such as microscopy and rapid diagnostic tests
(RDTs) [41]. These findings reinforce that submicro-
scopic malaria infections are not prevalent among symp-
tomatic patients, and LM and RDTs are adequate tools
for case management [10, 42]. Nevertheless, the lim-
ited sensitivity of microscopy in correct identification
of mixed-species malaria should be considered in areas
where more than one Plasmodium species is circulating
[43, 44|, a result that was confirmed here.

While low frequencies of submicroscopic infections
were observed in the group of clinical malaria cases
(3-5%), screening for malaria in cross-sectional surveys
demonstrated a large proportion (>70%) of malaria cases
in the study area that was not detected by conventional
microscopy. The majority of subclinical infections were
caused by P vivax, the commonest malaria parasite in
the Amazon basin, and frequently associated with low-
density infections [27, 28, 45-47]. These findings are in
accordance with recent reports showing high propor-
tions of submicroscopic P vivax infections across differ-
ent endemic settings, particularly areas with relatively
low transmission intensity [10-12, 26]. Although the rea-
son for this high rate of asymptomatic P vivax infections
is unknown, it is probably associated with the unique
biology of P. vivax that includes a fast acquisition of clini-
cal immunity as compared with P falciparum [47]. It is
particularly relevant because in different epidemiologi-
cal settings there are perspectives on treating asympto-
matic infections for malaria elimination [48]. In the study
area, the results demonstrated that, in general, multiple
molecular targets (Le, ribosomal plus non-ribosomal)
did not increase sensitivity to detect subclinical malaria
infections. Despite of that, the NR-qPCR developed here
was the most sensitive protocol to detect submicroscopic
asymptomatic malaria infections, which resulted in a
significantly higher prevalence of submicroscopic infec-
tions (70 out of 73, 96%) when compared to that detected
by ribosomal PCR assays (57 out of 73, 78%). While
more sensitive amplification of 185 rRNA gene has been
described [39, 49], the likelihood of amplify 785 rRNA
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gene was dependent on (1) large blood volume (2 mL.); (i)
careful removal of plasma and buffy coat as prerequisite
to avoid interference during PCR processing; (ii1) concen-
tration of purified DNA dehydrated in a centrifugal vac-
uum concentrator; additionally, these "high-volume” 185
rRNA PCR strategy did not allow the detection by species
(only Plasmodium spp.) [39].

The apparent ability of Pvr47/Pfr364 NR-gPCR to
increase sensitivity to investigate the true prevalence of
malaria infection is relevant as an unexpectedly large
reservoir of infections may hinder control and elimina-
tion of malaria in the Americas [3, 50]. These findings are
critical as both subclinical and submicroscopic malaria
carriers remain untreated in the Brazilian Amazon region
and therefore might remain infective over long periods
of time [12]. As parasite densities cannot be assumed as
a static parameter and thus may fluctuate over time fall-
ing below the detection threshold of the assay [51], future
studies should approach longitudinal PCR-malaria sur-
veys. Although the NR-qPCR developed here may con-
stitute powerful additive tools to identify endemic sites
where relevant control measures have to be settled and
monitored [52], the costs of PCR-based assays limited
such type of study. In general, nucleic acid amplification
tests (NAATs) require expensive equipment available,
well-equipped laboratories, qualified personnel, and large
quantities of disposable supplies that need to be frozen
or refrigerated, which is sometimes difficult in the coun-
try [41, 53]. Currently, WHO recommends that the use of
NAATSs be considered only for epidemiological research
or surveys mapping submicroscopic infections in low
transmission areas [54]. Innovative and cost-effective
strategies that identify the real burden of malaria infec-
tions (those detected by qPCR) are required to reach
malaria elimination goals, but remain a challenge [48].

Assuming that the NR-qPCR developed here seems
to be the most sensitive method—as it was positive in
a number of samples not detected by other PCR proto-
cols—the results suggested that NR-gPCR has a lower
detection threshold. Despite of that, it is important to
clarify the technical limitations that apply for the defi-
nition of “reference standard” for PCR-detection of
submicroscopic malaria infections. In general, the esti-
mative of test accuracy are based on the assumptions
that the reference standard is 100% sensitive and that
specific disagreements between the reference stand-
ard and the diagnostic test being evaluated (index
test) result from incorrect classification by the index
test [55]. However, this statement cannot be applied
for the detection of low-density malaria infections
because there is no “gold-standard” While the conven-
tional microscopy diagnostic present high number of
false negatives at low parasite density [41], there is no
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consensus about a PCR assay able to detect all malaria
infections [25]. Due to these inherent limitations, the
“reference standard” for each molecular diagnostic
method was defined as a combination of positive detec-
tions by any PCR assay, excluding the method under
evaluation, as described before [23]. Consequently,
“false positive” in this type of analysis is considered in
the sense that no other PCR method found these infec-
tions. In this scenario, the findings unlikely represent a
tendency to false positive by NR-qPCR as it was estab-
lished by (i) end-point titration of well-characterized
field samples, including mono and artificial mixed-
infections; (i) reproducibility of replicates at low levels
of parasitaemia; (iit) no amplification with gDNA sam-
ples from malaria-free volunteers; (iv) no cross-reac-
tivity with other Plasmodium species. Furthermore,
considering the rules for quality assessment of diagnos-
tic accuracy studies (QUADAS-2) [56], the risk of bias
of the present study was reduced as methodological
design involved: (i) structured sample size calculations
and random selection of malaria-exposed individuals,
with explicit exclusion criteria defined in methods; (ii)
in the estimative of sensitivity and/or specificity, the
diagnostic test being evaluated was clearly interpreted
before the reference standard was known; (i) the exe-
cution of the PCR-based assays and the definition of
reference standard were described in sufficient detail
to permit replication of the test. Consequently, valuable
malaria information can be retrieved from the current
study.

Finally, relatively low frequencies of mixed-malaria
infections were detected here, which precluded a more
detailed evaluation of the potential of Pvr47/Pfr364 to
detect mixed-malaria infections in the field. In the Ama-
zon area, besides P vivax being the predominant malaria
parasite [27, 29], the progress achieved in malaria con-
trol has decreased the number of P falciparum cases in
recent years [57]. Notwithstanding this study limitation,
it is highly relevant the results from the end-point titra-
tion experiments showing the ability of Pvr47/Pfr364 to
consistently detect P vivax/P. falciparum co-infection, as
the accurate detection of malaria mixed-infections seems
to be critical for control and management of malaria
{43, 44]. In fact, disease burden due to mixed species
infections remains largely unknown, and this limitation
have the potential to influence decisions on testing vac-
cines and new antimalarial drugs [58]. As malaria has
been re-emerging in areas where it was previously con-
trolled, dealing with mixed malaria infection cannot be
bypassed, as recent evidence suggest that the frequency
of these infections may be much higher than previously
expected [44], including in the Amazon region [39]. Due
to the risk of P falciparum reemergence from Amazonian
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neighboring countries with high transmission rates, a
cross-border malaria study to evaluate the relevance of
NR-qPCR in mixed-malaria infections are on progress.

Conclusion

Although the simultaneous use of ribosomal and non-
ribosomal PCR-targets did not impact the molecular
diagnosis of malaria, the amplification of Pfr364 and
Pvr47 multi-copy targets by the NR-qPCR seems to be
a valuable tool in detection of subclinical and mixed P
vivax/P. falciparum infections, even though one of the
species was present in a ratio of hundred-times lower
than the other species.
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