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RESUMO

Em areas endémicas para malaria, o diagnostico molecular de infecgbes por
Plasmodium tem identificado altas frequéncias de infec¢cbes de baixa densidade,
abaixo do limite de deteccdo da microscopia convencional. Muitas sao as
implicacbes destes achados, ja que os portadores de malaria submicroscopica
podem transmitir os parasitos, atuando como reservatorios da doenca.
Historicamente, a maioria dos protocolos de PCR para malaria se baseia na
amplificacdo das poucas copias do gene 718S rRNA, que apresenta baixa
sensibilidade e reprodutibilidade. Na ultima década, a mineracdao de dados
genbmicos dos parasitos do género Plasmodium permitiu a descoberta de novos
alvos espécie-especificos multicdpias — tais como Pvr47 em P. vivax e Pfr364 em P.
falciparum — promissores para o diagnoéstico molecular da malaria. Neste trabalho,
nés desenvolvemos um protocolo de PCR em tempo real nao ribossomal (NR-qgPCR)
para amplificar os alvos Pvr47/Pfr364. A NR-qPCR foi comparada a trés protocolos
de PCR bem estabelecidos, dois deles baseados no gene 18S rRNA (Nested-PCR e
R-gPCR) e um terceiro, o ensaio de PCR original que possui como alvos
Pvrd7/Pfr364 (NR-cPCR). Curvas de titulagdo de infeccbes mistas artificiais por P.
vivax e P. falciparum demonstraram um aumento de sensibilidade da NR-qPCR em
comparacao com os outros ensaios de PCR, mesmo quando o DNA de uma das
espécies esteve presente em uma proporgdo cem vezes menor do que da outra
espécie. A avaliagdo dos quatro ensaios de PCR em amostras de campo, incluindo
individuos sintomaticos ou assintomaticos, confirmou que as infeccbes malaricas
submicroscoépicas nao foram prevalentes entre os pacientes sintomaticos, mas
representaram uma grande proporgao (até 77%) entre os individuos assintomaticos,
expostos a malaria na Amazénia. De relevancia, a amplificacéo de diferentes alvos
plasmodiais (Pvr47/Pfr364 e gene 18S rRNA) nao aumentou a chance de deteccao
de infec¢cbes malaricas submicroscopicas. Como a maioria das infecgdes subclinicas
foi causada por P. vivax, a forma mais comum de malaria na floresta amazdnica,
futuros estudos devem investigar o potencial de Pvr47/Pfr364 para detectar
infeccbes de malaria mista em campo.

Palavras-chave: malaria; Plasmodium; diagnéstico molecular; PCR; alvo
ribossomal, ndo ribossomal.



ABSTRACT

In malaria endemic areas, the molecular diagnosis of Plasmodium infections has
identified high frequencies of low-density infections, beneath the limit of detection of
the conventional microscopy. Many are the implications of these findings as
submicroscopic malaria carriers may be able to transmit the parasites, acting as
reservoirs of the disease. Historically, most malaria PCR-based protocols rely on
amplification of the few copies 18S rRNA gene, which presents low sensitivity and
reproducibility. In the last decade, the genomic data mining of Plasmodium parasites
allowed the discovery of new species-specific multi-copy targets — such as Pvr47 for
P. vivax and Pfr364 for P. falciparum — which seem promising for malaria molecular
diagnosis. Here, we developed a non-ribosomal real-time PCR protocol (NR-qPCR)
to amplify the Pvr47/Pfr364 targets. The NR-qPCR was compared with three well-
established PCR protocols, two of them based on the 18S rRNA gene (Nested-PCR
and R-qPCR) and the third one, the original PCR assay targeting Pvr47/Pfr364 (NR-
cPCR). End-point titration curves of artificial mixed P. vivax and P. falciparum
infections demonstrated an increase sensitivity of NR-qPCR as compared with the
other PCR assays, even when the DNA of one of the species was present in a ratio
of hundred-times lower than of the other species. Evaluation of the four PCR assays
in field samples, including from individuals symptomatic or asymptomatic, confirmed
that submicroscopic malaria infections were not prevalent among symptomatic
patients, but represented a large proportion (up to 77%) among asymptomatic
Amazonian malaria-exposed individuals. Of relevance, the amplification of different
plasmodial targets (Pvr47/Pfr364 and 18S rRNA gene) did not increase the chances
of detecting submicroscopic malaria infections. As the majority of subclinical
infections were caused by P. vivax, the commonest form of malaria in the Amazon
rain forest, future studies should investigate the potential of Pvr47/Pfr364 to detect
mixed-malaria infections in the field.

Keywords: malaria; Plasmodium; molecular diagnosis; ribosomal, non-ribosomal
PCR targets.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Malaria no mundo e desafios para o controle

A malaria € uma doencga parasitaria causada por protozoarios do género
Plasmodium e transmitida por vetores da familia Culicidae, género Anopheles,
presente em cerca de 90 paises e territérios do mundo, principalmente em regides
tropicais e subtropicais (Figura 1). Atualmente, cinco espécies podem ser
encontradas infectando o homem: P. vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale e P.
knowlesi, sendo as duas primeiras mais importantes do ponto de vista de saude
publica. Enquanto o P. vivax € o parasito mais amplamente distribuido no mundo, o
P. falciparum é responsavel pelas formas mais graves da doenca, com maior

prevaléncia no continente africano (WHO, 2017a).

-

Confirmed malaria cases per 1000 population

I 100 10-50 0.1-1 No ongoing malaria transmission
B 50-100 1-10 0-0.1 Not applicable Source: National malaria control programme reports

FIGURA 1: Mapa de distribuicdo da malaria no mundo em 2014. Fonte: World Malaria
Report, 2014.

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 219
milhdes de casos de malaria ocorreram em 2017 no mundo, com 435.000 mortes

estimadas, compreendendo principalmente criancas menores de 5 anos de idade
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(266.000, equivalente a 61% do total global) (WHO, 2018). Neste mesmo periodo, P.
falciparum representou 99,7% dos casos no continente africano, 62,8% no Sudeste
Asiatico e 69% no Mediterraneo Oriental. Ja P. vivax, espécie predominante nas

Américas, representou 74,1% dos casos na regiao (WHO, 2018).

Apesar de ser responsavel pelas fomas mais graves da doencga, o numero de
casos de P. falciparum vem reduzindo em varias regides do mundo. Contribuiram
para isto as medidas de controle adotadas nos ultimos anos, que se basearam no
diagnéstico e tratamento oportuno dos pacientes (WHO, 2016). Segundo a OMS, no
continente africano, o uso de mosquiteiros impregnados com inseticidas foi um dos
principais responsaveis pela redugdo da mortalidade causada por P. falciparum
(WHO, 2018). No entanto, um fator ainda preocupante no que diz respeito ao
controle da malaria € a expansao da resisténcia em muitos paises, tanto por parte
dos plasmédios aos antimalaricos disponiveis (Achan et al., 2018) quanto dos

vetores em relagcéo aos inseticidas utilizados (Clarkson et al., 2018).

A resisténcia dos parasitos aos antimalaricos ainda constitui um grande
obstaculo para o controle e a eliminagdo da malaria em varios paises (WHO, 2001,
WHO, 2015a). No Brasil, o primeiro caso de resisténcia a drogas por P. falciparum
foi relatado no século XIX, ao quinino, primeiro medicamento usado para o
tratamento da malaria (Neiva, 1910). Na década de 1960, um aumento de casos de
resisténcia a cloroquina foi relatado, juntamente com outros paises da América do
Sul e Asia (Hyde, 2005; Gama et al., 2011). Entre os anos 1980 e 2000, o Brasil
utilizou varios esquemas terapéuticos e adotou, em 2007, a terapia combinada
recomendada pela OMS a base de artemisinina (ACT) (Gama et al, 2011).
Atualmente, a ACT constitui a primeira linha de tratamento para malaria por P.
falciparum em todos os paises do mundo onde a doenca € endémica. Entretanto, o
surgimento da resisténcia parcial a artemisinina e derivados em algumas regidées do
mundo tem levado a falhas terapéuticas (revisto por Menard & Dondorp, 2017). No
caso de P. vivax, o fator preocupante &€ o surgimento e expansao da resisténcia a
cloroquina, composto de escolha para tratar na rotina os casos nao complicados
(Price et al., 2014; Commons et al., 2018).

No que diz respeito aos vetores da malaria, segundo a OMS, dos 76 paises
com malaria endémica que forneceram dados para analises entre 2010 e 2016, 61

apresentaram pelo menos um vetor com resisténcia a pelo menos um inseticida
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(WHO, 2017a). Em 50 paises, foi relatada resisténcia a duas ou mais classes de
inseticida. Ja no ano de 2016, a resisténcia a um ou mais inseticidas foi observada
em todas as regides da OMS (WHO, 2017a). E necessario ressaltar, entretanto, que,
em algumas partes do mundo, as ferramentas existentes para o controle de vetores
nao protegem efetivamente contra a doencga, ja que ha uma grande diversidade de
vetores da malaria, que variam em aspectos biolégicos e comportamentais (WHO,
2015b; Molina-Cruz et al., 2016).

Embora P. falciparum seja responsavel pelo maior numero de mortes,
principalmente no continente africano, o predominio de P. vivax em regides
densamente povoadas, juntamente com sua associa¢ao a casos graves e fatais, tem
destacado a importancia desta infecgdo. Variagdées na biologia de P. vivax, incluindo
sua habilidade em causar recaidas pela ativacdo de formas latentes no figado
(hipnozoitos) (Krotoski, 1989), tornam esta espécie de dificil controle, constituindo
um grande desafio para o controle e eliminacdo da malaria em varios paises.
Particularmente, porque os hipnozoitos constituem um reservatério potencial de
infeccdo para os mosquitos vetores e permitem o prolongamento da infeccdo mesmo
nas estagdes do ano que sao indspitas para o mosquito vetor, ampliando assim a
faixa geografica natural de infecgéo por esta espécie (Gething et al., 2012; Howes et
al., 2016).

Diferencas na dindmica dos estagios sanguineos de P. vivax também
parecem afetar a epidemiologia da doenca, incluindo a capacidade deste parasito de
produzir gametécitos precocemente, que sado os estagios infectantes para os
mosquitos vetores (Josling & Llinas, 2015; Howes et al., 2016). Além disso, estudos
em areas hiperendémicas tém demonstrado que a imunidade naturalmente adquirida
contra P. vivax ocorre mais precocemente do que para P. falciparum, tornando
criangas pré-escolares o principal grupo de risco para a malaria vivax grave (Baird,
2013). Embora as razbes para a aquisicdo mais rapida de imunidade seja
desconhecida, a preferéncia do parasito por invadir reticulocitos muito jovens da
medula 6ssea (CD71%) (Malleret et al., 2015) pode contribuir na imunidade, ja que
infeccbes “crdonicas” com baixas parasitemias parecem ser uma caracteristica deste
parasito (Adams & Mueller, 2017). De interesse, em regides de baixa transmissao,

como €& o caso de areas da América Latina, grande parte das infeccbes é
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submicroscépica e assintomatica, o que impde grande obstaculo ao controle (Howes
et al., 2016).

Apesar dos desafios no controle da doencga, nos ultimos anos, a prevaléncia
da malaria diminuiu em varios paises do mundo, o que resultou em uma redugao na
taxa de mortalidade pela doenca entre 2010 e 2017, principalmente no Sudeste
Asiatico (54%), Africa (40%) e Mediterraneo Oriental (10%). Como resultado do
Plano de Acgédo Global contra a Malaria (WHO, 2016b), as Américas também
vivenciaram um declinio na morbidade (62%) e na mortalidade (61%) por malaria
durante os ultimos 15 anos. No entanto, atualmente, a regido das Américas tem
registrado um aumento significativo no numero de casos, decorrente do aumento da
transmissao de malaria no Brasil, Nicaragua e, particularmente, na Republica

Bolivariana da Venezuela (Venezuela).

A crise politica e humanitaria sem precedentes que atingiu a Venezuela nos
ultimos anos tem gerado graves consequéncias sociais, com reflexos na saude da
populacao (Oletta et al., 2014; Bello et al., 2017). A atual precariedade do sistema de
saude, associada a pouca disponibilidade de alimentos, medicamentos, testes
diagnésticos e suprimentos de primeiros socorros, tem colocado milhares de
pessoas em risco de contrair doengas evitaveis e morte. A Venezuela, primeiro pais
da OMS a erradicar a malaria em 1961 (Hotez et al., 2017), apresentou um aumento
de 365% no numero de casos entre 2000 e 2015 (WHO, 2016). No ano de 2016,
240.613 casos foram notificados (WHO, 2017a), com um aumento de 69% em 2017,
alcancando mais de 400 mil casos confirmados (WHO, 2018). A doenca se espalhou
para areas onde a malaria havia sido erradicada e a grande quantidade de casos
sobrecarregou também a infraestrutura médica na fronteira com Brasil e Colémbia,
paises onde 78% e 81%, respectivamente, dos casos importados de malaria em
2016 se originaram na Venezuela (Grillet et al., 2018).

Muitos desafios existem para o controle e eliminagcdao da malaria, ja que
aproximadamente 3,2 bilhées de pessoas ainda vivem em situagao de risco no
mundo. Para enfrentar os desafios existentes, a Assembleia Mundial da Saude
(World Health Assembly) adotou, no ano de 2015, a chamada Estratégia Técnica
Global para a Malaria 2016-2030 (Global Technical Strategy for Malaria, GTS), um
projeto de 15 anos para o controle e eliminacdo da malaria no mundo (WHO,

2015b). Esta estratégia é liderada pela OMS e complementada pelo plano de Agéo e
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Investimento para Combater a Malaria 2016-2030 (Action and Investment to Defeat
Malaria, AIM), desenvolvido pela Roll Back Malaria Partnership. Entre os objetivos
da GTS incluem-se: (I) reducdo em pelo menos 90% da incidéncia de malaria e das
taxas de mortalidade no mundo, em comparagao aos dados de 2015; (IlI) eliminagao
da doenca em pelo menos 35 paises com transmissao em 2015; e (lll) prevencao do
restabelecimento da malaria nos paises que ja estdo livres da doenca (WHO,
2016b).

1.2 Malaria no Brasil

No Brasil, as principais espécies de Plasmodium humanos circulantes séo o
P. vivax, P. faciparum e P. malariae, concentradas, principalmente, na regidao da
Amazénia Legal, considerada area endémica. P. vivax & responsavel pela maioria
dos casos no pais (aproximadamente 80%), enquanto P. falciparum, apesar de
menos prevalente (cerca de 20%), tem aumentado em proporgéo entre 2016 e 2017
(Ferreira & Castro, 2016; SVS/MS, 2018).

Nos ultimos anos, menos de 200 mil casos anuais de malaria tém sido
registrados no Brasil (Figura 2), grande parte destes (99%) na regiao da Amazoénia
Legal (Recht et al., 2017). Os casos notificados na Regidao Amazénica diminuiram de
aproximadamente 142.000 em 2015 para 128.000 em 2016, o que significou uma
reducao de aproximadamente 10%. Entretanto, conforme dados do Ministério da
Saude, em 2017 o numero de casos voltou a subir, tendo sido registrado
aproximadamente 194.000 casos (SVS/MS, 2018). Os dados disponiveis de 2018
confirmam esta tendéncia de aumento, ja que, no periodo de Janeiro a Novembro de
2018, cerca de 180.000 casos foram confirmados (SVS/MS, 2018).
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FIGURA 2: Incidéncia de malaria no Brasil no periodo 1960-2015. O grafico ilustra o nimero
total de casos (barras vermelhas) e casos devido ao P. vivax (barras azul-claro)
correspondentes ao eixo Y a esquerda. A relacdo P. falciparum:P. vivax € mostrada na linha
azul-escura (eixo Y a direita). Fonte: Siqueira ef al., 2016.

Na regidao extra-amazodnica, mais de 80% dos casos notificados séao
importados de estados da area endémica, bem como de outros paises do continente
africano, asiatico e América do Sul (De Pina-Costa et al., 2014; Siqueira et al., 2016;
Recht et al., 2017). No ano de 2017, 508 casos de malaria foram diagnosticados na
regido extra-Amazonica e dados disponiveis de 2018 confirmam um aumento deste
numero, com 529 casos notificados até o més de Agosto (SVS/MS, 2018). Nesta
regido, a malaria € frequentemente diagnosticada tardiamente, o que leva a casos
graves e mortalidade elevada quando comparada a regiao da Amazénia (De Pina-
Costa et al., 2014; Siqueira et al., 2016).

De particular importancia, um numero significativo de casos autdctones tem
sido relatado nas regides Sul e Sudeste do Brasil, principalmente em areas de Mata
Atlantica. De 2007 a 2016, mais de mil casos de malaria foram notificados nessas
areas, a maioria atribuida a P. vivax/P.simium (De Pina-Costa et al., 2014; Brasil et
al., 2017). Uma vez que os vetores presentes nestas areas (espécies do subgénero
Kerteszia) podem se alimentar em seres humanos e primatas ndo humanos (PNHSs)
(Laporta et al.,, 2011), a transmissdo zoonética tem sido reforcada, com PNHs
atuando como reservatorio de espécies de Plasmodium capazes de infectar o

homem, tais como P. simium e P. brasilianum, parasitos geneticamente similares a
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P. vivax e P. malariae, respectivamente (Deane et al., 1966, Brasil et al., 2017; De
Alvarenga et al., 2018).

Para o programa de controle da malaria no Brasil, além do diagnéstico
precoce de parasitemias patentes, seria necessario incluir o diagnéstico de
infeccbes subpatentes, ja que estas infecgcbes sao reservatérios potenciais da
doenca na regido Amazodnica (Siqueira et al., 2017; Bousema et al., 2014; Cheng et
al., 2015). Nesse sentido, uma preocupacao atual se concentra nos bancos de
sangue, ja que a malaria pode ser transmitida por transfusdes, particularmente,
porque os doadores assintomaticos ndo sao detectados pelos protocolos atuais de
triagem (investigacdo apenas epidemioloégica). No Brasil, apesar de ser
desconhecida a frequéncia de malaria transfusional, casos desta natureza ja foram
relatados (Kirchgatter et al., 2005; Scuracchio et al., 2011; Alho et al., 2017).

Embora sejam recomendados testes para a deteccdo de Plasmodium em
bancos de sangue no Brasil, ndo ha indicacdo de qual teste deve ser utilizado. O
diagnostico microscopico € pouco sensivel, principalmente em casos de baixas
parasitemias, e os ensaios moleculares ainda ndo sédo empregados na rotina dos
bancos de sangue (Lima et al., 2016). De qualquer forma, a triagem do sangue antes
da doacao é um importante esforco no controle da malaria e precisa ser considerada

para limitar a transmissao da doenca através da doagao de sangue.

1.3 Ciclo biolégico dos parasitos da malaria humana

Os plasmodios possuem ciclo de vida heteroxénico, com reprodugéo
assexuada no homem (hospedeiro intermediario) e sexuada no vetor anofelino

(hospedeiro definitivo) (Figura 3).
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FIGURA 3: Representacao esquematica do ciclo de vida do Plasmodium spp. Fonte:
Adaptado de Josling & Llinas, 2015.

A infeccdo do individuo ocorre através da picada de mosquitos fémeas do
género Anopheles, que inoculam as formas infectantes do parasito, denominadas
esporozoitos, no momento do repasto sanguineo. O fato dos esporozoitos poderem
permanecer no tecido subcutaneo do individuo por um longo periodo de tempo apos
a picada (Amino et al., 2006; Yamauchi et al., 2007), pode levar a uma resposta
imune inicial do hospedeiro, com destruicdo de grande parte dos parasitos (Sinnis &
Zavala, 2012). Entretanto, alguns esporozoitos conseguem escapar e alcangcam a

corrente sanguinea, dando continuidade ao ciclo pré-eritrocitico.

Através da circulagdo, os esporozoitos chegam ao figado e infectam os
hepatécitos, se reproduzindo assexuadamente por esquizogonias teciduais. O



24

sucesso da invasao e desenvolvimento no figado é dependente da motilidade do
esporozoito, que permite ao parasito migrar através de varias células e, finalmente,
invadir e se desenvolver dentro de um vaculo parasitéforo no hepatécito (Mota et al.,
2001; Ishino et al., 2004; Hopp et al., 2015). Os mecanismos pelos quais os
esporozoitos passam dos capilares do figado aos hepatécitos sdo complexos,
envolvendo receptores especificos e diferentes rotas, incluindo transito através das
células de Kupffer e/ou células endoteliais dos vasos sanguineos (Pradel & Frevert,
2001; Ménard et al., 2013).

O periodo de esquizogonia tecidual varia de 2 a 16 dias, dependendo da
espécie de Plasmodium, sendo o desenvolvimento dos parasitos completamente
dependente da presenga do vacuolo parasitéforo (Sturm et al., 2006). Algumas
formas de P. vivax e P. ovale, os hipnozoitos, podem ficar em laténcia nos
hepatdcitos por meses ou anos, sendo reativadas por mecanismo ainda
desconhecido, caracterizando as recaidas sanguineas da doenca (Krotoski, 1989;
Olliaro et al., 2016).

ApoOs varios ciclos de multiplicagdo, os merozoitos sao liberados dos
esquizontes hepaticos através do brotamento de vesiculas chamadas merossomos
(Sturm et al., 2006). Os merozoitos liberados na corrente sanguinea invadem os
eritrocitos e iniciam o segundo ciclo de reproducao assexuada, o ciclo eritrocitico. A
invasdo do merozoito nos eritrocitos € complexa, envolvendo muitas etapas
(reconhecimento, reorientacdo e invasdo) e diferentes receptores eritrociticos,
dependendo da espécie do parasito (Cowman et al., 2017). Durante um periodo de
48 a 72 horas, os parasitos se desenvolvem nos eritrécitos até seu rompimento,
gquando sao liberados novos merozoitos que invadirdo novos eritrocitos. O ciclo
eritrocitico € responsavel pelos principais sintomas clinicos da doencga, incluindo
febre intermitente, calafrios, dores de cabeca e vOmito, entre outros (White et al.,
2014; Phillips et al., 2017). E nesta fase também que o diagndstico de malaria é
realizado, ja que parasitos ou seus produtos podem ser detectados na corrente

sanguinea.

Em geral, ap6s sucessivas replicacbes assexuadas nos eritrécitos, os
parasitos se diferenciam em formas sexuadas infectantes para os vetores,
denominadas gametécitos femininos  (macrogametocitos) e  masculinos

(microgametécitos) (Josling & Llinas, 2015). Estes séo ingeridos pelos anofelinos
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durante o repasto sanguineo e seguem para o intestino médio do inseto, onde
realizam a reproducao sexuada. Apds a fecundacdo dos gametas ha formacao do
zigoto, que se transforma em uma forma mével, o oocineto, que migra a parede do
intestino médio do inseto gerando uma forma fixa, o oocisto, onde se desenvolvem
os esporozoitos. Finalmente, o oocisto se rompe liberando esporozoitos na
hemolinfa do anofelino e estes migram para suas glandulas salivares, sendo
inoculados no sangue de um novo hospedeiro humano durante um novo repasto
sanguineo. E necessario ressaltar que, para serem transmitidos, os parasitos devem
superar varios obstaculos no mosquito, tais como barreiras fisicas e respostas
imunes contra oocinetos e oocistos (Blandin et al., 2004; Gupta et al., 2009; Barillas-
Mury & Kumar, 2005; Smith et al., 2014).

1.4 Diagnoéstico Laboratorial da Malaria Humana

O diagnéstico rapido e eficiente das infec¢des por Plasmodium constitui um
dos pilares dos programas de controle e eliminagdo da malaria, ja que a adocao de
tratamento apropriado depende da identificacao precoce do parasito em nivel de
espécie (SVS/MS, 2010). Nesse sentido, varios sdo os métodos utilizados
atualmente para o diagnéstico das diferentes espécies de Plasmodium, incluindo
principalmente técnicas imunocromatograficas, moleculares e microscépicas (Anexo

), sendo esta ultima considerada referéncia na rotina (Mathison & Pritt, 2017).

1.4.1 Microscopia Optica e Testes Rapidos

Atualmente, o diagnéstico de rotina para malaria é feito pela microscopia
Optica, sendo utilizada a técnica de gota espessa corada por Giemsa. No Brasil, a
estimativa da parasitemia é geralmente realizada pelo sistema tradicional
semiquantiativo de “cruzes”, que varia de acordo com a quantidade de parasitos
encontrados por campo microscépico (uma a quatro cruzes, correspondendo,
respectivamente, a 1 a >200 parasitos por campo) (SVS/MS, 2009). Porém, outros

métodos podem ser utilizados, incluindo o niumero de parasitos por microlitros de
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sangue, estimado pelo volume de sangue aproximado depositado em l&mina ou

relativo ao numero de leucécitos (SVS/MS, 2009).

O exame microscopico € uma técnica relativamente simples e de baixo custo
que permite a detecgéo direta do parasito, a quantificacdo da densidade parasitaria
e 0 monitoramento da resposta do individuo ao tratamento. Porém, € um método
que demanda preparo adequado do material a ser examinado (preparo e coloragéao
das laminas), microscopios o6pticos apropriados e microscopistas bem treinados
(Bailey et al., 2013). Além disso, a microscopia possui limite de detec¢cao que pode
variar, dependendo da experiéncia do profissional, entre 20 a 100 parasitos por
microlitro de sangue (Greenwood & Armstrong, 1991; Erdman & Kain, 2008; Baird et
al., 2016).

Nos ultimos anos, as limitagdes da microscopia de rotina tém se tornado cada
vez mais evidentes, principalmente em situagcdes de coinfec¢cdes e parasitemias
subpatentes. Estudos realizados em areas endémicas revelaram que, em alguns
locais, o numero de individuos com parasitemia subpatente pode ser maior do que
daqueles com infeccbes patentes (Tadesse et al., 2017). Nesse sentido, ja foi
demonstrado que individuos portadores de parasitemia submicroscépica,
detectaveis apenas por métodos mais sensiveis, como os moleculares, podem ser
capazes de transmitir malaria, atuando como reservatérios da doencga (Alves et al.,
2005; Bousema & Drakeley, 2011; Wampfler et al., 2013; Vallejo et al., 2016).

Métodos complementares a microscopia de rotina sado o0s ensaios
imunocromatograficos em membrana de nitrocelulose, denominados testes rapidos
(Rapid Diagnostics Tests — RDTs), que utilizam anticorpos monoclonais e policlonais
para detectar, em geral, antigenos circulantes do parasito. Porém, apesar de serem
de facil manuseio e transporte, os RDTs atualmente disponiveis possuem
sensibilidade inferior a do diagnéstico microscépico (>100 parasitos/uL de sangue)
(Mouatcho & Goldring, 2013; Visser et al., 2015) e sua eficiéncia varia dependendo
do tipo de antigeno utilizado, método de estocagem e qualidade do kit (WHO,
2017b). Apesar disso, os RDTs se tornaram uma boa ferramenta para auxiliar o
diagnostico de malaria e sao frequentemente utilizados em locais de dificil acesso ou
em hospitais para triagens e confirmacado de diagnédsticos, principalmente para

pacientes hospitalizados fora da area endémica (WHO, 2016a).
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Uma vez que as ferramentas utilizadas no diagnéstico de rotina para malaria
(diagnéstico individual) tém falhado muitas vezes na detecgcao de parasitemias muito
baixas e coinfeccbes, e que os individuos podem atuar como reservatérios,
contribuindo para a manutencao do ciclo de vida dos parasitos, se faz necessario o
uso de ferramentas mais sensiveis e especificas para auxiliar na identificacdo de
casos nessas situacdes. Nesse sentido, métodos alternativos, como o diagnostico
molecular, tém se mostrado mais adequados, particularmente em estudos
epidemiologicos, onde se busca identificar casos submicroscopicos (Tadesse et al.,
2017).

1.4.2 Detecgao molecular dos parasitos da malaria

Os métodos baseados na Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase
Chain Reaction, PCR) sao considerados atualmente mais adequados para a
identificacdo de individuos com infec¢do submicroscépica (Lucchi et al., 2013; Lima
et al., 2016). E necessario ressaltar que esta técnica ainda tem uso restrito no
diagnéstico individual de rotina, sendo utilizada, nesta situagado, como auxiliar em
casos de duvida diagnéstica, ou seja, para confirmar ou descartar infecgdo malarica.
Por outro lado, tem sido ferramenta importante em estudos epidemioldgicos,

quimioterapicos e de vacinas.

Até o momento, a técnica de Nested-PCR tem sido considerada referéncia no
diagnéstico molecular da malaria humana, amplificando sequéncias género e
espécie-especificas do gene 78S dos plasméddios (Snounou et al., 1993; Singh et al.,
1999). Esta metodologia € caracterizada por duas reac¢des de amplificacdo, o que
atribui maior sensibilidade em relagcao aos protocolos de PCR convencional. Por ser
considerado um método sensivel e especifico para detectar os parasitos da malaria,
a Nested-PCR tem sido particularmente util em estudos epidemiol6gicos. Contudo, o
protocolo apresenta desvantagens, sendo demorado e laboroso, podendo levar até
oito horas para obtencéo dos resultados. Mais recentemente, diferentes protocolos
de PCR em tempo real tém sido descritos (Rougemont et al., 2004; Mangold et al.,
2005; Murphy et al., 2012; Lefterova et al., 2015). A vantagem desta técnica em
relacdo a Nested-PCR é sua maior precisao, por detectar o alvo na fase exponencial
de amplificacdo, além de permitir a analise quantitativa, demonstrando, em geral,

maior sensibilidade e dispensando a manipulacao p6s-amplificagao.
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Outra técnica molecular que parece promissora para o diagnéstico de malaria
€ o chamado LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) ou amplificacdo
isotérmica mediada por loop, que se baseia na amplificacdo isotérmica do DNA
através da utilizacdo de conjuntos de iniciadores e uma DNA polimerase com
atividade de desacoplamento de fitas (Wong et al., 2017). Ap6s a reacado de
amplificacdo, os resultados podem ser visualizados por turbidez ou fluorescéncia,
dispensando a manipulacao pds-amplificacdo. O LAMP é uma técnica relativamente
simples, rapida e de baixo custo que vem demonstrando sensibilidade variavel na
deteccao de Plasmodium, com possibilidade de aplicacdo em campo e locais com
escassez de recursos (Polley et al., 2010; Patel et al., 2013; Singh et al., 2013;
Polley et al., 2013; Aydin-Schmidt et al., 2014; Ponce et al., 2017; Viana et al., 2018;
Hashimoto et al., 2018). Entretanto, apesar de suas vantagens, alguns protocolos de
LAMP descritos para o diagnéstico de malaria tém apresentado resultados
duvidosos, falso-positivos e baixa sensibilidade, o que tem impossibilitado seu uso
como método de diagnéstico em amostras de campo (Singh et al., 2013; Ponce et
al., 2017; De Koninck et al., 2017). Além disso, o tipo de extracdo do DNA pode
influenciar diretamente no desempenho do ensaio, podendo interferir na sua
sensibilidade (Aydin-Schmidt et al., 2014).

Ensaios de PCR possuem, em geral, alta sensibilidade e especificidade em
relacado as outras opgdes disponiveis para o diagnoéstico de malaria, permitindo a
amplificagéo de pequena quantidade de DNA ou RNA em uma amostra. Sequéncias
conservadas no genoma dos parasitos podem ser utilizadas como alvo, evitando-se
reacdes cruzadas com hospedeiros ou outras espécies e possibilitando ensaios
cada vez mais sensiveis (Lucchi et al, 2013). Por outro lado, os protocolos
atualmente disponiveis tém limitagbes, sendo dependentes de varios fatores, tais
como o alvo a ser amplificado, a quantidade e qualidade da amostra obtida e o

volume de material utilizado nas rea¢gdes moleculares (Zimmerman e Howes, 2015).

A maior parte dos protocolos de PCR e outros métodos para diagnostico
molecular de malaria utilizam como material alvo o DNA do Plasmodium, que possui
maior estabilidade em relacao ao RNA, facilitando o trabalho de coleta, transporte,
armazenamento e manipulacéo (Lucchi et al., 2013; Zimmerman e Howes, 2015).
Apesar de conferir maior sensibilidade devido ao grande numero de cépias idénticas

decorrentes do processo de transcricdo, a natureza labil do RNA dificulta muito a
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utilizacao deste acido nucleico em amostras de campo, sendo muito mais

susceptivel a degradacao por RNAses.

Atualmente, um numero significativo de protocolos de PCR tem sido descritos
na literatura para o diagnostico molecular de malaria, apresentados como capazes
de detectar infecgcées subclinicas e coinfecgbes por Plasmodium (Demas et al.,
2011; Cordray & Richards-Kortum, 2012; Hofmann et al., 2015; Hofmann et al.,
2018). Entretanto, para a maioria destes protocolos, os limites de deteccao
estabelecidos foram baseados, quase que exclusivamente, na titulacdo de DNA
plasmidial ou de parasitos em cultura (no caso de P. falciparum). Como a
amplificacdo molecular destas amostras € faciltada — quando comparadas a
amostras de campo —, os limites de sensibilidade tém sido superestimados. Isto &
relevante, ja que varios fatores inibitérios podem dificultar a amplificagdo molecular

em amostras de campo (Andrews et al., 2005; Harris et al., 2010).

De qualquer forma, desde que as técnicas moleculares foram introduzidas,
muitos estudos tém demonstrado grande discrepancia entre os dados obtidos pelo
exame microscopico e a prevaléncia real de malaria em determinadas areas (Proux
et al., 2011; Hofmann et al., 2015; Tadesse et al., 2017). Estima-se, por exemplo,
que as infecgdes submicroscépicas, detectaveis apenas por PCR, representem até
70% das infeccbes malaricas em areas de baixa endemicidade, podendo ser
responsaveis por cerca de 40% da populacdo de vetores infectados (Okell et al.,
2012).

Embora muitas sequéncias gendmicas dos plasmédios humanos,
principalmente P. vivax e P. falciparum, estejam disponiveis, a maioria dos
protocolos de PCR ainda utiliza como alvo o gene da subunidade menor do RNA
ribossomal (78S rRNA) (Snounou et al., 1993; Rougemont et al., 2004; Mangold et
al., 2005; Murphy et al., 2012; Kamau et al., 2013). Entretanto, apesar da ampla
utilizacao, este gene estad presente em pequeno numero de cépias no genoma
desses parasitos, entre 5-8 copias divergentes (Mercereau-Puijalon et al., 2002).
Consequentemente, a baixa sensibilidade e reprodutibilidade dos protocolos
baseados no gene 78S rRNA tem sido descrita (Mixson-Hayden et al., 2010),
incluindo dados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa em malaria (Camargos-Costa
et al., 2014). Por este motivo, tem-se buscado por alvos mais adequados para

detectar infec¢des subpatentes.
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1.4.2.1 Alvos nao ribossomais para o diagnostico molecular de malaria por P.

vivax e P. falciparum

Apesar de o gene 18S rRNA ser atualmente o alvo mais utilizado para a
deteccdo molecular das infecgbes por Plasmodium, a disponibilidade de dados
gendmicos de algumas espécies, tais como P. vivax, P. falciparum e P. knowlesi,
tem permitido a descoberta de novos alvos, regides conservadas e espécie-
especificas, presentes no genoma desses parasitos em grande numero de cépias
(Lucchi et al., 2013). Estes alvos, tais como sequéncias mitocondriais (Polley et al.,
2010; Hopkins et al., 2013; Lloyd et al., 2018), o gene nuclear varATS (Hofmann et
al., 2015; Lloyd et al., 2018) e o elemento repetitivo associado a teldmero 2 (TARE-
2) (Hofmann et al., 2015), tém se mostrado promissores para uso no diagnostico

molecular de malaria, resultando em protocolos cada vez mais sensiveis.

No ano de 2011, a mineragdo de dados gendmicos permitiu identificar duas
sequéncias promissoras, Pvr47 e Pfr364, localizadas em regides subteloméricas no
genoma de P. vivax e P. falciparum, respectivamente (Demas et al., 2011). Ainda
sem fungdes conhecidas, estes alvos parecem propicios para o diagnostico
molecular de malaria, pois estdo presentes no genoma destes parasitos em grande
numero de coépias conservadas, muito maior do que o comumente utilizado 78S
rRNA.

Pvrd7 esta presente em 14 cépias no genoma de P. vivax € a maioria dos
seus membros mapeia contigs subteloméricos pequenos (<16 kb) que ndo puderam
ser montados nos cromossomos devido a sua natureza repetitiva (Demas et al.,
2011). Dois membros dessa familia estdo localizados préoximos aos genes vir, € um
terceiro proximo a proteina transmembrana subtelomérica Pvstp1. Pfr364 se
encontra em 41 cépias no genoma de P. falciparum, cada uma delas localizada na
regidao de repeticao subtelomérica SB2, encontradas principalmente nas
extremidades dos cromossomos (Figura 4). O tamanho da regido SB2 é variavel (1 a
3 kb, mas pode conter até 6 kb de sequéncia adicional) e composta por diferentes
tipos de repeticdo. O alinhamento multiplo dessas copias revelou dois grupos
relacionados, os quais foram denominados de subfamilias 1 e 2. Até o momento,
Pvrd7 e Pfr364 foram utilizados apenas em protocolo de PCR convencional (Demas
et al., 2011), fazendo-se necessario valida-los através do desenvolvimento de

protocolos de PCR mais sensiveis.
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Figura 4: DistribuicAio dos membros da familia Pfr364 nos 14 cromossomos de P.
falciparum. Cada membro ocorre em duas cépias nas extremidades dos cromossomos.
Linhas pretas indicam cépias mais periféricas (subfamilia 1) e linhas cinzas indicam cépias
mais internas (subfamilia 2). O cromossomo 6 possui trés copias em sua extremidade 3’
(apenas duas sao mostradas). Fonte: Demas et al., 2011.
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2 JUSTIFICATIVA

Muitas sédo as barreiras para a otimizacdo das estratégias e recursos
disponiveis para o controle e possivel eliminacdo da malaria de algumas regidées do
mundo. Estudos recentes confirmam a discrepancia entre os dados epidemiologicos
e a real prevaléncia das infecgbes malaricas, muitas vezes subestimadas devido as
baixas parasitemias, que nao sao detectadas pela microscopia de rotina (Proux et
al., 2011; Golassa et al., 2013). No Brasil, a situagdo nao é diferente, ja que um
grande numero de infecgbes submicroscépicas tem sido descrito (Ferreira & Castro,
2016; Recht et al., 2017; Almeida et al., 2018). Neste contexto, faz-se necessario
conhecer a real prevaléncia da doenca nas areas endémicas para que as medidas

de controle possam ser otimizadas.

Do ponto de vista do controle e vigilancia epidemiolégica, faz-se necessario
ainda identificar as infecgdes causadas por mais de uma espécie de Plasmodium.
Isto é particularmente relevante nas areas com co-circulacao de P. falciparum e P.
vivax, ja que o tratamento antimalarico é especifico para cada uma destas espécies.
As limitacbes de sensibilidade da microscopia de rotina fazem com que, na pratica
clinica, as infecgbes mistas sejam amplamente subnotificadas (Mayxay et al., 2001,
Ginouves et al., 2015; Singh et al., 2017). Embora a real prevaléncia de infeccao
mista por diferentes espécies Plasmodium nao seja conhecida, estudos utilizando a
abordagem molecular ttm mostrado que a propor¢ao pode ser relativamente alta em

algumas areas endémicas (Mayxay et al., 2004).

Embora muitos protocolos moleculares ja tenham sido descritos para a
identificacdo de malaria submicroscépica, a maior parte deles ainda se baseia na
amplificacdo espécie-especifica do gene 18S rRNA dos plasmaodios, que apresenta
baixo numero de copias no genoma destes parasitos (Sounou et al., 1993; Singh et
al., 1999; Rougemont et al., 2004; Mangold et al., 2005; Kamau et al., 2013).
Portanto, o desenvolvimento de protocolos moleculares nao ribossomais € uma

prioridade da pesquisa atual em malaria.

Considerando-se que infecgcdes malaricas subclinicas estao, em geral, abaixo
do limite de deteccao da microscopia 6ptica (Santelli et al., 2016), e que protocolos

moleculares pouco sensiveis podem negligenciar parasitemias subpatentes e
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infecgcdes mistas, procurou-se aqui utilizar abordagens moleculares mais sensiveis
que possam contribuir na determinacao da prevaléncia real de infec¢des por P. vivax

e P. falciparum em uma area.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver um protocolo baseado na Reacao em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (QPCR), tendo como alvo sequéncias nao ribossomais (NR-gPCR) de
Plasmodium vivax e Plasmodium falciparum, para diagndstico molecular de malaria

subpatente e mista causada por estas espécies.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Padronizar um protocolo de NR-gPCR para os alvos multicopias néao

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

3.2.2 Determinar os limites de deteccdo da NR-qPCR para P. vivax e P. falciparum

em amostras referéncia e amostras de campo com infec¢ao Unica e mista;

3.2.3 Comparar os limites de deteccao da NR-qPCR em relagéo a outros protocolos
de PCR previamente descritos para o diagnéstico de malaria por P. vivax e P.

falciparum;

3.2.4 Avaliar o desempenho da NR-gPCR padronizada e outros protocolos de PCR
bem estabelecidos na literatura em amostras de pacientes com infecgcdo malarica

clinica e subclinica.
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4 METODOLOGIA

4.1 Painel de amostras de referéncia

Amostras de DNA dos seguintes parasitos foram utilizadas como referéncia
na padronizacdo da NR-qPCR e demais ensaios moleculares: (I) DNA de P.
falciparum (cepa 3D7), mantido em cultivo na rotina do laboratério, conforme
protocolo previamente descrito (Trager & Jensen, 1976); () DNA de P.
brasilianum/P.malariae (cepa Peruvian Ill) proveniente do Banco Internacional de
Reagentes de Referéncia de Malaria, MR4 (Biodefense and Emerging Infections
Research Resources Repository, BEI Resources, NIAID/NIH, ATCC, USA) (n=1); (ll)
DNA de P. vivax (n=9), P. falciparum (n=9) e P. malariae (n=3) extraidos do sangue
de individuos infectados (infeccao unica), com diagnostico confirmado pela
microscopia o6ptica e diferentes protocolos de PCR; (IV) DNAs provenientes de
individuos saudaveis (n=30), nao expostos a malaria (sabidamente negativos para
Plasmodium), foram utilizados como controles negativos nos ensaios de PCR. As
amostras de DNA de pacientes ou individuos saudaveis (itens Il e V) foram
provenientes do biorrepositério de amostras biolégicas do Grupo de Pesquisa em

Biologia Molecular e Imunologia da Malaria (BMIM, IRR, Fiocruz-Minas).

4.2 Populagao de estudo

Todos os aspectos éticos e metodolédgicos deste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos do IRR (pareceres CEP
N° 24/2008 e N° 1.821.955/2016, anexos Il e Ill), que permitiu o uso das amostras
do biorrepositério do BMIM (IRR, Fiocruz-Minas) para fins de pesquisa em
diagnéstico molecular da malaria, conforme normas estabelecidas pela resolugdo N°
CNS441 de 12 de Maio de 2011, Conselho Nacional de Saude, Ministério da Saude.

(I) Individuos com suspeita clinica de malaria: Este grupo foi caracterizado

por individuos com sintomatologia de malaria que procuraram os servigcos de

referéncia em malaria localizados tanto na area endémica (estados de Rondénia e
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Mato Grosso) quanto ndo endémica (Minas Gerais). Estes individuos, apds viagens
a areas com transmissao de malaria, apresentaram sintomas sugestivos de malaria
nao complicada, tais como febre, mialgia, calafrios e dores de cabeca. Os critérios
de néo inclusado no estudo foram: (i) recusa ou incapacidade de assinar o termo de
consentimento livre esclarecido (TCLE); (ii) idade inferior a 5 anos; (iii) mulheres
gravidas; e (iv) qualquer outra comorbidade que pudesse ser rastreada. Um total de
110 individuos foi incluido no estudo, dos quais a microscopia Optica confirmou
malaria aguda em 35 e descartou em 75 deles. A maior parte da populagéo foi
composta por adultos, com uma mediana de idade de 40 anos (IQR 31-48) e
proporcao mulheres:homens de 1:5. O sangue dos individuos foi coletado por
puncao venosa ou puncao digital em diferentes periodos de tempo (2008 a 2017) e
as amostras foram estocadas a -20°C no biorrepositério do BMIM, no IRR. Apesar
de ter sido utilizada uma amostra de conveniéncia, assumindo-se 30% de
prevaléncia pela microscopia 6ptica e uma estimativa de 50% de aumento pelos
testes moleculares, a amostra utilizada fornece 90% de poder estatistico ao nivel de

significancia de 5%.

() Individuos com suspeita de malaria subclinica: Este grupo foi

caracterizado por individuos residentes em uma area de transmissao de malaria no
Brasil, a comunidade de Rio Pardo (146'S—1%4’S, 60°22'W—60 "10’'W), localizada
no municipio de Presidente Figueiredo, estado do Amazonas, onde nosso grupo de
pesquisa tem conduzido estudos soroepidemiolégicos transversais desde 2008
(Kano et al., 2012; Souza-Silva et al., 2014; Kano et al., 2016). Os critérios de nao
inclusdo nos estudos foram: (i) recusa ou incapacidade de assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido; (ii) sinais e/ou sintomas relacionados a malaria
aguda; (ii) idade inferior a 5 anos; (ii) mulheres gravidas; e (iv) qualquer outra
comorbidade que pudesse ser identificada. Foram incluidos no estudo 324
individuos com suspeita de infecgcao assintomatica, dos quais 21 tiveram o exame
microscépico positivo para malaria no momento da entrevista e coleta de sangue.
Considerando-se 7% de prevaléncia pela microscopia éptica (Kano et al., 2012) e
assumindo um aumento de duas vezes na prevaléncia de malaria pelos ensaios
moleculares (Moreira et al., 2015), o tamanho da amostra fornece mais de 90% de
poder estatistico ao nivel de significancia de 5%. A mediana de idade dos individuos

foi de 40 anos (IQR 24-56), com uma propor¢ao mulheres:homens de 1:1,5; os
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participantes possuiam uma mediana de 35 anos (IQR 21-52) residindo em areas
de transmissdao de malaria na Amazénia. O sangue foi coletado de Novembro de
2008 a Junho de 2015 por puncado venosa ou digital, e todos os espécimes

biolégicos foram estocados a -20°C no biorrepositério do BMIM.

4.3 Diagnéstico Microscépico

Durante a coleta de sangue, todos os individuos foram submetidos a puncao
digital para o diagnostico de malaria por microscopia 6ptica. As laminas de gota-
espessa coradas com Giemsa foram preparadas e examinadas por microscopistas
locais experientes, de acordo com as diretrizes de diagnéstico de malaria do
Ministério da Saude do Brasil (SVS/MS, 2009). A densidade parasitaria foi estimada
como o0 numero de parasitos por microlitro de sangue (parasitos/uL), e todos os
casos positivos foram tratados imediatamente nos servicos de saude locais,
conforme protocolos de tratamento da malaria recomendados pelo Ministério da
Saude (SVS/MS, 2010).

4.4 Ensaios moleculares

4.4.1 Extracao de DNA

O DNA gendmico (gDNA) utilizado nos ensaios moleculares foi extraido das
amostras de sangue total coletadas em EDTA ou sangue em papel de filtro usando
os kits Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen) e o QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen),

respectivamente, de acordo com as instrugdes do fabricante.

Brevemente, para cada 300 pyL de sangue total foram acrescentados 900 uL
de solucao de lise para eritrocitos em tubos de 1,5 mL. Apds incubagao por 1 minuto
a temperatura ambiente, o material foi centrifugado a 13,000-16,000 x g por 20
segundos. O sobrenadante foi removido e o pellet foi ressuspendido em 300 uL de
solugcao de lise celular, com agitagao ao vortex por 10 segundos. Posteriormente,

foram adicionados 100 uL de solugéo de precipitagdo de proteina, sendo o material
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agitado em vortex por 20 segundos e centrifugado a 13,000-16,000 x g por 1 minuto.
O sobrenadante contendo o DNA soluvel foi colocado em tubo de 1,5 mL com 300
ML de isopropanol P.A. gelado (Merck) para precipitagdo. Os tubos foram
homogeneizados por inverséao e o DNA foi centrifugado a 13,000-16,000 x g por 1
minuto, sendo o sobrenadante descartado. O DNA extraido foi lavado com 300 uL
de etanol 70%, seguido por centrifugacdo a 13,000-16,000 x g por 1 minuto. O
sobrenadante foi descartado e, apds evaporacao do etanol, o DNA foi hidratado com
100 uL de solugcao de hidratacao, sendo agitado ao vortex e incubado por 5 minutos
a 65°C. Todas as centrifugacdes foram feitas a temperatura ambiente. As amostras

foram mantidas a -20°C até o uso.

Para o DNA extraido de sangue em papel de filtro, circulos de
aproximadamente 30 pL de sangue foram colocados em microtubos de 1,5 mL,
seguido por adicdo de 180 uL de tampao de lise celular e incubagéo a 85°C por 10
minutos. Foram acrescentados 20 pL da solugdo de proteinase K com
homogeneizacado por 30 segundos em vorfex, sendo os tubos posteriormente
incubados a 56°C por uma hora. Apés a incubagéao, foram adicionados 200 L de
tampao de lise, sendo os tubos homogeneizados por 30 segundos em Vvortex e
incubados a 70°C por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 200 pL de etanol
100% gelado, sendo as amostras homogeneizadas e colocadas em colunas Q/Aamp
spin agregadas a tubos de coleta. As colunas foram centrifugadas a 800 x g por 1
minuto, sendo posteriormente descartados os tubos contendo filtrados. Novos tubos
de coleta foram acoplados as colunas, seguindo-se adigcdo de 500 uyL de tampéo
para lavagem do DNA, com centrifugacdo a 800 x g por 1 minuto. Novamente, as
colunas foram colocadas em novos tubos de coleta, com descarte dos filtrados.
Foram adicionados 500 pL de tampao para uma segunda lavagem do DNA,
seguindo-se centrifugacao a 1500 x g por 3 minutos. As colunas foram colocadas em
novos tubos de 1,5 mL e, por fim, acrescentou-se 150 uL de agua destilada para
eluir o DNA, seguido de incubacado a temperatura ambiente por 1 minuto e
centrifugacéao a 800 x g por 1 minuto. As colunas foram descartadas e as amostras

foram armazenadas a -20°C até o uso.
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4.4.2 PCR em Tempo Real para os alvos nao ribossomais Pvr47 e Pfr364 (NR-
qPCR)

4.4.2.1 Desenho de iniciadores e sondas para os alvos Pvr47 e Pfr364

Os iniciadores e sondas para os alvos Pvr47 e Pfr364 foram desenhados
através dos programas Primer-Blast (NCBI) e OLIGO (versao 4.0, 1999), com base
nos alinhamentos disponibilizados por Demas et al. (2011). Foram observadas
regides conservadas entre as 14 copias da familia Pvr47 (P. vivax) e as 22 coOpias da
subfamilia 1 de Pfr364 (P. falciparum), de forma a contemplar o maior nimero de
cbdpias possivel em cada espécie. Para o alvo Pvr47 foi obtido o conjunto 5'-
TCCGCAGCTCACAAATGTTC-3' (forward), 5'-ACATGGGGATTCTAAGCCAATTTA-
3" (reverse) e 5-HEX-TCCGCGAGGGCTGCAA-3' (sonda), que se ligam,
respectivamente, as posicoes 142-161, 245-222 e 189-204 da copia AAKM01000578
de P. vivax (Sal-l), resultando em um amplicon de 104 pb. Ja para o alvo Pfr364 foi
obtido o} conjunto 5'-ACTCGCAATAACGCTGCAT-3' (forward), 5'-
TTCCCTGCCCAAAAACGG-3' (reverse) e 5'-FAM-GGTGCCGGGGGTTTCTACGC-
3' (sonda), que se ligam as posicées 313-331, 400-383 e 335-354 da codpia
Pf3D7_04_12625_14152 de P. falciparum (3D7), respectivamente, resultando em
um amplicon de 88 pb. As figuras 5 e 6 ilustram as posi¢cdes dos iniciadores e
sondas para amplificacdo das sequéncias de P. vivax (Pvr47) e P. falciparum

(Pfr364), respectivamente.
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FIGURA 5: Alinhamento das 14 cépias de Pvr4d7 no genoma de P. vivax (Sal-1), com destaque em preto para as regides onde foram
desenhados os iniciadores e sonda. FONTE: Adaptado de Demas et al., 2011.
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FIGURA 6: Alinhamento de 22 copias de Pfr364 no genoma de P. falciparum (3D7, subfamilia 1), com destaque em preto para as regiées onde
foram desenhados os iniciadores e sonda. FONTE: Adaptado de Demas et al, 2011.
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4.4.2.2 Padronizagcao da NR-qPCR para amplificagao dos alvos Pvr47 e Pfr364

Para a padronizacdo do protocolo NR-qPCR foi utilizado um painel de
amostras de DNA previamente caracterizadas pela microscopia éptica e diferentes
protocolos de PCR, conforme descrito no item 4.1. Nos ensaios iniciais fez-se
necessario determinar a melhor concentragdo de iniciadores e sondas para as
reagbes de PCR. Os iniciadores (forward e reverse) foram testados nas
concentragdes de 50 nM, 300 nM e 900 nM, e as sondas nas concentracdes de 50
nM, 100 nM, 150 nM, 200 nM e 250 nM. Diferentes temperaturas de anelamento dos
iniciadores também foram avaliadas, sendo estas 60°C, 58°C, 55°C, 52°C e 50°C.
Apo6s o estabelecimento das melhores condicbes da NR-qPCR, as amostras de
referéncia (positivas e negativas) foram utilizadas na validacdo inicial e
determinacado da especificidade analitica do protocolo. Todos os ensaios da NR-
gPCR foram realizados no equipamento ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems), da Plataforma de PCR em Tempo Real do IRR, e analisadas no
QuantStudio™ Real-Time PCR Software.

4.4.3 Limites de Detecgao

4.4.3.1 Construcao dos plasmideos e curvas-padriao para determinagao do
limite de detecgao da NR-qPCR

Visando avaliar os limites de deteccao da NR-qPCR em relacao ao numero de
cépias dos alvos de Pvrd7 e Pfr364, foram construidas curvas-padrao de
amplificagcdo para cada alvo. Para isso, foi necessario realizar a clonagem dos
segmentos especificos em plasmideo com posterior diluicdo seriada e analise pela
NR-gPCR. Inicialmente, uma PCR convencional foi feita utilizando os mesmos
iniciadores da NR-gPCR, com duas reacdes separadas (P. vivax e P. falciparum). As
concentragdes dos reagentes foram iguais para as duas reacgdes: 1,0 uM de cada
iniciador (IDT), 0,6 pL de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 125 yM de dNTP
(Invitrogen), 2 pL de Tampao 10X (Invitrogen), 0,75 mM de MgCl, (Invitrogen) e 2 uL
de DNA, totalizando 20 pL de reacao.
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As condi¢des da PCR consistiram em uma desnaturagéao inicial a 94°C por 3
minutos, seguida por 35 ciclos de amplificacdo a 94°C por 20 segundos, 58°C por 30
segundos e 72°C por 30 segundos. Uma extensao final de 72°C por 2 minutos foi
realizada. As reacdes de PCR foram feitas em termociclador Veriti Thermal Cycler
(Applied Biosystems) e os fragmentos foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 2% (Agargen) preparada em tampao TAE 1X (40mM Tris-acetato,1mM
EDTA) com solucao de brometo de etidio 10 mg/ml (Invitrogen). As amostras foram
diluidas em tampao de amostra Orange 5x (Alaranjado G VETEC e Ficoll SIGMA) e
corridas em sistema horizontal (Bio-Rad) a 110 V por aproximadamente 30 minutos.
O gel foi visualizado em fotodocumentador L-PIX TOUCH (Loccus Biotecnologia) e a

imagem obtida foi arquivada em sistema digital.

Os alvos amplificados foram dosados no NanoDrop 2000 spectrophotometer
(Thermo Scientific) e clonados no vetor pGEM-T Easy (Promega), conforme
protocolo do fabricante: foram misturados 5 pL de 2X Rapid Ligation Buffer
(Promega), 1 uL de T4 DNA ligase (3 units/uL) e 1 uyL de pGEM-T Easy Vector (50
ng), com diferentes quantidades de DNA em cada reagao: 9 ng do produto de Pvr47
e 7 ng do produto de Pfr364, em proporcao inserto:vetor de 5:1 (calculados com
base na formula: quantidade de produto de PCR (inserto) = ng do vetor x tamanho
do inserto / tamanho do vetor x proporgdo inserto:vetor). Agua foi utilizada para

completar as reacgoes até 10 uL, sendo estas incubadas por 16 horas a 4°C.

Os vetores com os insertos (Pvr4d7+pGEM-T Easy e Pfr364+pGEM-T Easy)
foram inseridos em bactérias Escherichia coli TOP10 competentes por choque
térmico, com incubacdo em gelo por 30 minutos, seguida por 30 segundos a 42°C,
voltando para o gelo por 5 minutos. Foi adicionado 250 uL de meio LB liquido e as
bactérias foram incubadas sob agitacdo por 1 hora a 37°C. Apds incubacgéo, a
solucao foi centrifugada a 13200 rpm por 1 minuto, com descarte do sobrenadante.
Aproximadamente 80 uL de bactérias ressuspendidas foram plaqueadas em meio
LB Agar contendo ampicilina (100 mg/ml), IPTG (100 mM) e X-gal (50 mg/ml) e
incubadas a 37°C por 16 horas. Trés col6nias brancas foram cultivadas para cada
alvo, em meio LB liquido sob agitacao por 16 horas a 37°C e, entao, submetidas a
purificacdo com o kit QI/Aprep Miniprep (QIAGEN), conforme instrugbes do

fabricante.
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Os plasmideos purificados foram primeiramente digeridos com a enzima de
restricdo EcoRI (Promega) para confirmagéo da presencga dos insertos. As reacdes
foram feitas conforme protocolo do fabricante, contendo 2 pL de Restriction Enzyme
10X Buffer H, 0,2 uL de Acetylated BSA (10 pg/uL), 0,5 puL da enzima EcoRI/ (10
u/gL) e 3 uL de DNA, completando com agua para 20 uyL. As reagdes foram
incubadas a 37°C por 2 horas e os fragmentos foram visualizados por eletroforese
em gel de agarose 2%. Apds confirmada a presenca dos insertos, foi realizada a
linearizagdo dos plasmideos com a enzima de restricdo Apal (Promega), conforme
protocolo do fabricante: 3 uL de Restriction Enzyme 10X Buffer A, 0,3 pL de
Acetylated BSA (10 pg/uL), 2 yL de Apal (10 u/uL) e 15 yL de DNA, em um total de
30 pL. As reacdes foram incubadas a 37°C por 2 horas e o resultado foi visualizado

por eletroforese em gel de agarose 2%, conforme ja descrito anteriormente.

Para montagem das curvas-padrao dos DNAs de P. vivax e P. falciparum, os
plasmideos linearizados foram quantificados no Qubit® 2.0 Fluorometer (Life
Technologies) e os numeros de moléculas dos plasmideos foram estimados,
conforme a férmula: nimero de cépias de plasmideo = [(6.02 x 10?® cépias/mol) x
quantidade de DNA (g)J/[comprimento do DNA (bp) x 660 (g/mol/bp)] (De Souza et
al., 2015).

Diluicbes seriadas dos DNAs plasmidiais foram preparadas em nove pontos
de diluicdo (5x), com concentracdes variando de 2x10* a 5,12x107? coépias/uL de
plasmideo. Para os dois primeiros pontos (20000 e 4000 copias/uL) foi realizado um
ensaio em triplicata. Para os dois pontos seguintes (800 e 160 cépias/pL) foram
feitos dois ensaios em ftriplicata. Ja para os demais pontos (32, 6,4, 1,28, 0,25 e 0,05

copias/uL) foram feitos dois ensaios em cinco replicatas.

4.4.3.2 Titulagao de amostras de DNA de P. vivax e P. falciparum em

monoinfecg¢ao

Visando determinar o limite de deteccdo da NR-gPCR padronizada em
amostras de campo, foram realizadas titulagbes de duas amostras de DNA
provenientes de pacientes infectados por P. vivax ou P. falciparum, cujas
parasitemias (parasitos/uL de sangue) foram previamente estabelecidas pela

microscopia Optica (exame de gota espessa). Para a titulacdo, foram realizadas
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diluicbes sucessivas de cada amostra de DNA, P. falciparum ou P. vivax, variando
de uma parasitemia inicial de aproximadamente 2000 parasitos/pL de sangue até 0,3
parasitos/uL de sangue (9 pontos com diluicao seriada de 3x). As mesmas curvas de
titulacdo foram também submetidas a outros trés protocolos de PCR para

diagnéstico de malaria, conforme descrito nos itens 4.4.5.1, 4452 e 4.4.5.3.

4.4.3.3 Misturas artificiais de DNA de P. vivax e P. falciparum (coinfecgao)

Para avaliar a NR-gPCR em relagéo a capacidade de deteccao simultanea de
P. vivax e P. falciparum em uma mesma amostra, foram realizadas misturas
artificiais de DNA desses dois parasitos (as amostras utilizadas foram as mesmas da
titulacado em monoinfeccao). Diluicbes sucessivas destas misturas, contendo
diferentes concentragdes do DNA de cada parasito, foram preparadas. Para tal, foi
fixada a concentracdo de uma das espécies (cerca de 1400 parasitos/uL de sangue)
e titulada a concentracao da outra espécie (1400 a 0,7 parasitos/puL de sangue). As
misturas foram submetidas também a outros trés protocolos de PCR (itens 4.4.5.1,
4452e445.3).

4.4.4 Avaliagao da NR-gPCR em amostras de campo provenientes de

individuos com malaria clinica e subclinica

Visando avaliar o desempenho da NR-gPCR em amostras de campo com
malaria clinica (n=110) e subclinica (n=324), foi necessario realizar uma comparacgao
deste protocolo com outros descritos na literatura. Nesse sentido, todas as amostras
foram também submetidas aos outros trés protocolos de PCR descritos nos itens
4451,4452¢e4.45.3. ANR-cPCR foi utilizada para avaliar os mesmos alvos com
diferentes metodologias (PCR convencional versus PCR em tempo real), sendo este
0 Unico até o momento que utiliza os alvos Pvr47 e Pfr364. Por outro lado, como o
gene 18S rRNA tem sido o mais utilizado para o diagnostico molecular de malaria,
foram incluidos nos experimentos os protocolos de Nested-PCR e R-gqPCR,
previamente padronizados e frequentemente utilizados pelo grupo de pesquisa
envolvido neste estudo. A abordagem experimental para o diagnoéstico molecular de

infeccbes malaricas clinicas e subclinicas esta descrita na Figura 7.
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FIGURA 7: Fluxograma para avaliacdo dos protocolos moleculares em amostras de campo.
Um total de 434 amostras provenientes de individuos com suspeita de malaria clinica
(n=110) e subclinica (n=324) foi submetido a diferentes protocolos de PCR. Os protocolos
utilizados foram adaptados de Snounou et al., 1993 (Nested-PCR), Rougemont et al., 2004
(R-gPCR) e Demas et al., 2011 (NR-cPCR), além da NR-gPCR desenvolvida neste trabalho.

4.4.5 Outros protocolos moleculares

4.4.5.1 Amplificacao dos alvos Pvr47 e Pfr364 por PCR convencional, NR-cPCR
(adaptado de Demas et al., 2011)

O protocolo de PCR convencional baseado nos alvos nao ribossomais (NR-
cPCR) foi realizado em duas reagdes separadas para P. vivax e P. falciparum,
conforme descrito por Demas et al. (2011). Foram utilizados os mesmos iniciadores
descritos no artigo original. Para o alvo Pvr47 foram utilizadas os iniciadores 5'-
CTGATTTTCCGCGTAACAATG-3' (foward) e 5-CAAATGTAGCATAAAAATCYAAG-
3' (reverse), resultando em um amplicon de 333 pb. Para o alvo Pfr364 foram
utilizadas os iniciadores 5-CCGGAAATTCGGGTTTTAGAC-3' (foward) e 5'-
GCTTTGAAGTGCATGTGAATTGTGCAC-3' (reverse), resultando em um amplicon
de 220 pb. As concentragdes dos reagentes e as condi¢gées de amplificacdo da PCR
foram iguais para as duas reacdes (Pvr47 e Pfr364): 0,5 uM de cada iniciador (IDT),
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0,3 uL de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 125 uM de dNTP (Invitrogen), 1 pyL de
Tampéao 10X (Invitrogen), 0,75 mM de MgCl, (Invitrogen) e 1 uL de DNA, totalizando
10 pL de reacéao.

As condi¢des da PCR consistiram em uma desnaturagéao inicial a 95°C por 2
minutos, seguida por 35 ciclos de amplificagdo a 95°C por 30 segundos, 58°C por 30
segundos e 72°C por 45 segundos. Uma extensao final de 72°C por 5 minutos foi
realizada. As reagbes de PCR foram feitas em termociclador Veriti Thermal Cycler
(Applied Biosystems) e os fragmentos obtidos foram visualizados por eletroforese
em gel de agarose 2% (Agargen), sendo esta preparada em tampao TAE 1X (40mM
Tris-acetato, TmM EDTA) com solucao de brometo de etidio a 10 mg/ml (Invitrogen).
Para a eletroforese, as amostras foram diluidas em tampao de amostra Orange 5x
(Alaranjado G VETEC e Ficoll SIGMA) e corridas em sistema horizontal (Bio-Rad) a
110 V por aproximadamente 30 minutos. O gel foi visualizado em fotodocumentador
L-PIX TOUCH (Loccus Biotecnologia) e a imagem obtida foi arquivada em sistema
digital. Todas as reacdes de PCR foram feitas na presenca de controles positivos e

negativos.

4.4.5.2 Amplificacao do gene 78S rRNA por Nested-PCR (adaptado de Snounou
et al., 1993)

Para realizacdo do diagnéstico por Nested-PCR para o alvo 78S rRNA, o
protocolo utilizado foi adaptado de Snounou et al. (1993), sendo estabelecidas duas
reacdes. Na primeira reacao (género-especifica), foram utilizados os iniciadores
rPLU5S e rPLU6B. Nas reacdes seguintes (espécie-especificas), foram utilizados os
pares rVIV1-rVIV2 e rFAL1-rFAL2, que detectam P. vivax e P. falciparum,
respectivamente (Tabela 1). Os volumes e concentracdes dos reagentes utilizados
em cada reacao foram: 0,25 uM de cada iniciador (IDT), 10 uL de PCR Master Mix
2x (Promega — Tag DNA Polimerase, dNTPs e MgCl,) e 0,8 uL de DNA, totalizando
20 L por reacgao.

As condi¢des da PCR na primeira reacao consistiram em uma desnaturacao e
extensao inicial a 95°C por 5 minutos, 58°C por 2 minutos e 72°C por 2 minutos,

seguidas por amplificacdo com 24 ciclos de 94°C por 1 minuto, 58°C por 2 minutos e
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72°C por 2 minutos. Uma extensao final foi utilizada, com 58°C por 2 minutos e 72°C
por 5 minutos. Na segunda reacao, foram utilizadas as mesmas condi¢cbes de
amplificacdo da primeira, porém com 29 ciclos. Todas as amplificacbes foram feitas
em termociclador PTC-100TM, versao 7.0 (MJ Research).

Os fragmentos obtidos foram visualizados por eletroforese em gel de agarose
2% (Agargen), sendo esta dissolvida em tampao TAE 1x (40mM Tris-acetato, 1TmM
EDTA) com solugdo de brometo de etidio a 10 mg/ml (Invitrogen). As amostras
foram misturadas em tampao de amostra Orange 5x (Alaranjado G VETEC e Ficoll
SIGMA) e a corrida foi feita em sistema horizontal (Bio-Rad) a 110 V por
aproximadamente 30 minutos. O gel foi visualizado em fotodocumentador L-PIX
TOUCH (Loccus Biotecnologia) e a imagem foi arquivada em sistema digital. Todas

as reacgdes de PCR foram realizadas na presenca de controles positivos e negativos.

TABELA 1: Iniciadores utilizados para as reacbes de Nested-PCR e seus respectivos
amplicons

Parasito Iniciador Sequéncia Amplicon
. rPLU 05 5-CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC-3’
Plasmodium sp. 1,2 kb
rPLU 06 5-TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG-3
. rvVIiv 1 5-CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATA-3’
P. vivax 120 pb

rvIiv 2 5-TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT-3’

. rFAL 1 5-TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT-3’
P. falciparum 205 pb
rFAL 2 5-ACACAATGAACTTCAATCATGACTACCCGTC-3%

Fonte: Snounou et al., 1993.

4.4.5.3 Amplificagao do gene 78S rRNA por PCR em Tempo Real, R-qPCR
(adaptado de Rougemont et al., 2004)

Para a reacdo de qgPCR que utiliza como alvo o gene ribossomal 78S rRNA
(R-gPCR), adaptada do protocolo de Rougemont et al. (2004), foram utilizados os
mesmos iniciadores e sondas descritos no artigo original para P. vivax e P.
falciparum (Tabela 2). Os iniciadores foram desenhados para o género Plasmodium
e contemplam as duas espécies, sendo utilizados em todas as reagdes: Plasmo1 5'-
GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA-3' (foward) e Plasmo2 5'-
AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA-3' (reverse).
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TABELA 2: Sondas utilizadas na deteccao do 18S rRNA de P. vivax e P. falciparum pela
R-gPCR

Parasito Sonda Sequéncia

P. vivax Vivprobe | 5'VIC-AGCAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAAATTCT-TAMRA-3'

P. falciparum | Falcprobe 5'-FAM-AGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGATGACT-TAMRA-3

Fonte: Rougemont et al., 2004.

As seguintes condi¢cdes de volume e concentragdo dos reagentes foram
estabelecidas para as duas reagdes: 200 nM de cada iniciador (IDT), 80 nM de
sonda (Applied Biosystems), 6,25 uL de Tagman Universal PCR Master Mix 2x
(Applied Biosystems) e 2 yL de DNA, em um total de 12,5 uyL por reagdo. O
protocolo foi padronizado no equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) da Plataforma de PCR em Tempo Real do IRR e as reagbes foram

feitas em placas de 96 pocos vedadas com selos Opticos.

As condi¢des de amplificacdo consistiram em um passo inicial de 50°C por 2
minutos e desnaturacédo a 95°C por 10 minutos, seguida de 45 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto. Os resultados foram analisados no 7500 Software,
versao 2.0.4, através do Amplification plot e Multicomponent plot. Todas as reagdes

de PCR foram realizadas na presenca de controles positivos e negativos.

4.6 Analises Estatisticas

A determinacgéo do limite de deteccdo da NR-qPCR para os alvos Pvr47 e
Pfr364 foi realizada através da analise de Regressédo Probit (curva dose-resposta)
na escala logaritmica utilizando todos os pontos das curvas de diluicao (20.000 a

0,05 copias/uL) (programa MedCalc Statistical Software, Ostend, Bélgica).

Diferencas entre propor¢cbes foram avaliadas através das estatisticas nao
paramétricas de Qui-Quadrado (x°) ou Teste Exato de Fisher, conforme apropriado.
Os heatmaps para representacao da prevaléncia de malaria por método diagnostico
foram construidos através da funcao heatmap.2 disponivel no pacote gplots do

programa R.
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Para cada ensaio de PCR, a avaliacdo da sensibilidade e especificidade foi
determinada como descrito por Hofmann et al. (2018), considerando como padrao
de referéncia o resultado obtido pela combinacdo da deteccao de qualquer ensaio
de PCR, exceto o protocolo em avaliacdo. Estas analises foram realizadas através
do programa GraphPad Prism 5.00.288 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)

e o nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi considerado para todas as analises.
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5 RESULTADOS

5.1 Padronizagao da NR-qPCR para os alvos Pvr47 e Pfr364

Visando amplificar os alvos Pvr47 e Pfr364 pela NR-qPCR foram inicialmente
avaliadas cinco diferentes temperaturas de anelamento dos iniciadores, variando de
50°C a 60°C (Figura 8). A temperatura de 52°C foi estabelecida para o anelamento
dos iniciadores nas duas reagbes da NR-qPCR, pois apresentou consideravel
emissao total da fluorescéncia e menores valores de quantification cycle (C4) quando
comparada as demais temperaturas testadas (Figura 8). Apesar de a temperatura de
55°C ter apresentado as maiores variagdes de fluorescéncia nas duas reagdes, esta
nao foi utilizada devido ao aumento nos valores de Ct em relacado as temperaturas
mais baixas. Ja a temperatura de 50°C, apesar de apresentar menores valores de Cq
para a reacao de P. falciparum (Figura 8B), ndo foi utilizada visando evitar a

formacao de dimeros entre os iniciadores e/ou produtos inespecificos.
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FIGURA 8: Curvas de amplificagdo da NR-qPCR para os alvos Pvr47 (P. vivax) (A) e Pfr364
(P. falciparum) (B) nas temperaturas de 60°C (laranja); 58°C (vermelho); 55°C (verde); 52°C
(roxo); e 50°C (azul). Para os ensaios foram utilizados DNAs controles positivos de P. vivax
(amostra previamente caracterizada pela MO e protocolos de PCR) e de P. falciparum (cepa
referéncia 3D7 mantida em cultivo continuo no BMIM). As concentragbes de reagentes
utilizadas foram: 900 nM de cada iniciador, 250 nM de cada sonda, 5 yL de Tagman
Universal PCR Master Mix 2x e 2 yL de DNA, em um total de 10 uL por reacado. As curvas
representam a fluorescéncia média das duplicatas de cada temperatura normalizada pelo
baseline (ciclos nos quais a fluorescéncia esta abaixo dos limites de deteccdo do
equipamento) pelos ciclos da reacdo. Para os controles brancos, foram incluidos todos os
reagentes da reacdo na auséncia de DNA, sendo este substituido por agua.

As analises para escolha das concentragdes dos iniciadores para Pvr47
(Figura 9) e Pfr364 (Figura 10) foram realizadas com base nos valores de delta RN
(ARn) obtidos para cada concentracao. Foram estabelecidas na NR-gPCR as
concentragdes de iniciadores em que foram observadas as maiores variagdes nas
fluorescéncias detectadas (maior ARn). Sendo assim, para Pvr47 foi estabelecido 50
nM do iniciador foward e 900 nM do reverse. Para a reagéao de Pfr364, as duplicatas
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com desvio padrao de C,;>0,05 foram excluidas da primeira analise (Figura 10A) e
repetidas em triplicata, juntamente com as duas melhores concentracdes
observadas no ensaio inicial (Figura 10B). Foi estabelecido para este alvo 900 nM

do iniciador foward e 300 nM do reverse.
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FIGURA 9: Emissao de fluorescéncia obtida para cada concentracdo de iniciadores testada
para o alvo Pvr47 (P. vivax). O resultado é apresentado como o valor do ARn em funcao dos
ciclos da reacdo. O valor de Rn se refere a fluorescéncia do fluoréforo repoérter (VIC) dividido
pela fluorescéncia do fluoréforo de referéncia passiva, o ROX. Dessa forma, o Rn (do inglés,
normalized reporter signal) representa o sinal de fluorescéncia normalizado em fungéo dos
ciclos da reacdo. O valor de ARn expressa a variacdo da fluorescéncia detectada pelo
aparelho, ou seja, o valor de Rn menos o baseline (ciclos nos quais a fluorescéncia esta
abaixo dos limites de deteccao do equipamento). Foram considerados os ciclos 24 a 28, em
torno do C,, na analise de Pvr47.
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FIGURA 10: Emissdo de fluorescéncia obtida para cada concentracdo de iniciadores
testada para o alvo Pfr364 (P. falciparum). O resultado é apresentado pelo valor do ARn em
funcdo dos ciclos da reacado.O valor de Rn se refere a fluorescéncia do fluoréforo repoérter
(6-FAM) dividida pela fluorescéncia do fluoréforo de referéncia passiva, o ROX. Dessa
forma, o Rn representa o sinal de fluorescéncia normalizado em fungédo dos ciclos da
reacdo. O valor de ARn expressa a variacdo da fluorescéncia detectada pelo aparelho, ou
seja, o valor de Rn menos o baseline (ciclos nos quais a fluorescéncia esta abaixo dos
limites de deteccao do equipamento). Foram considerados os ciclos 25 a 29, em torno do
C,, na primeira analise (A) e 26 a 32 na segunda analise (B) de Pfr364.

Para a escolha das concentragbes das sondas, as analises foram feitas com
base no C, de cada reagao, que é a intersegéo entre a curva de amplificacdo e o
limiar de deteccéo de fluorescéncia (threshold). Dessa forma, o valor do C, é
inversamente proporcional a concentragcéo do alvo na reacgao inicial, ou seja, quanto
menor o C, maior a concentracdo do alvo e vice-versa. Assim sendo, foram
estabelecidas as concentragdes de sonda que apresentaram os menores valores de
Cq para os alvos de P. vivax e P. falciparum (Figura 11). Essas concentragées foram:
250 nM para Pvr47 e 150 nM para Pfr364.
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FIGURA 11: Analise para determinacao das concentracdes de sonda ideais nas reacdes da
NR-gPCR para os alvos Pvr47 (A) e Pfr364 (B). O resultado € apresentado como a média
do valor de C, das triplicatas de cada condigdo testada em fungdo da concentracdo de
sonda utilizada.

Em suma, para o alvo Pvr47, foi estabelecido: 50 nM do iniciador foward e
900 nM do iniciador reverse (IDT), 250 nM de sonda MGB marcada com HEX
(Eurofins), 5 uL de Tagman Universal PCR Master Mix 2x (Applied Biosystems) e 2
ML de DNA, em um total de 10 uL por reagéo. Ja para o alvo Pfr364, foi estabelecido:
900 nM do iniciador foward e 300 nM do iniciador reverse (IDT), 150 nM de sonda
MGB marcada com FAM (Eurofins), 5 uL de Tagman Universal PCR Master Mix2x
(Applied Biosystems) e 2 uyL de DNA, em um total de 10 pL por reacao (Anexo V).

As condi¢cées da NR-qPCR consistiram em um Hold Stage de 50°C por 2
minutos e 95°C por 10 minutos, seguido por um PCR Stage composto por 40 ciclos
de desnaturacao a 95°C por 15 segundos, anelamento dos iniciadores a 52°C por 1
minuto e extensdo a 60°C por 1 minuto, com aquisi¢do da fluorescéncia ao final de
cada passo de extensao. Os resultados foram analisados no QuantStudio™ Real-

Time PCR Software, através dos dados de Amplification plot e Multicomponent plot.

Para avaliar inicialmente o desempenho da NR-gPCR padronizada em
amostras com infeccdo patente e subpatente por P. vivax ou P. falciparum foram
utilizadas 18 amostras previamente caracterizadas do biorrepositério do BMIM,
sendo nove positivas para P. vivax e nove para P. falciparum de acordo com
diagnéstico parasitolégico e molecular. Conforme mostrado na Tabela 3, todas as
amostras foram amplificadas pela NR-qPCR, na reacgéo especifica para cada alvo. A
Figura 12 ilustra as curvas de amplificacdo das amostras pela NR-gPCR. Por outro
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lado, os controles negativos testados (n=30) ndo apresentaram amplificacéo (dados

nao mostrados).

TABELA 3: Resultados iniciais da NR-gPCR em amostras de campo com infeccdo unica
patente e subpatente por P. vivax ou P. falciparum, cujas parasitemias foram determinadas
previamente pela microscopia éptica e/ou outros protocolos de PCR

Amostra Parasitemia Positividade por PCR** Resultado da
(cruzes)* Alvo 18S rRNA Alvos Pvr47/Pfr364 NR-qPCR

Pv 1 2 Nested-PCR e qPCR NR-cPCR P. vivax
Pv 2 1 Nested-PCR e gPCR NR-cPCR P. vivax
Pv 3 <2 Nested-PCR e gPCR NR-cPCR P. vivax
Pv 4 <2 Nested-PCR e qPCR NR-cPCR P. vivax
Pv 5 <2 Nested-PCR e qPCR NR-cPCR P. vivax
Pv 6 NA Nested-PCR e gPCR NR-cPCR P. vivax
Pv7 NA gPCR NR-cPCR P. vivax
Pv 8 NA gPCR - P. vivax
Pv 9 NA - NR-cPCR P. vivax
Pf1 3 Nested-PCR e qPCR NR-cPCR P. falciparum
Pf2 2 Nested-PCR e qPCR NR-cPCR P. falciparum
Pf3 Y Nested-PCR e qPCR NR-cPCR P. falciparum
Pf 4 Va Nested-PCR e gPCR NR-cPCR P. falciparum
Pf5 <2 Nested-PCR e qgPCR NR-cPCR P. falciparum
Pf6 NA gPCR NR-cPCR P. falciparum
Pf7 NA gPCR NR-cPCR P. falciparum
Pf8 NA gPCR NR-cPCR P. falciparum
Pf9 NA gPCR NR-cPCR P. falciparum

*Parasitemias classificadas pela microscopia éptica (MO) conforme estabelecido pelos servigcos de
referéncia em malaria do Ministério da Saude, Brasil (SVS/MS, 2009). Foi considerado menor que
meia cruz (<%z), menos de 200 parasitos/uL de sangue; meia cruz (%), entre 200-300 parasitos/pL de
sangue; uma cruz (1) entre 301-500 parasitos/uL; duas cruzes (2) entre 501-10.000 parasitos/uL; trés
cruzes (3) entre 10.001-100.000 parasitos/uL. Amostras Pv1 a Pv5 ou Pf1 a Pf5 = amostras com
parasitemia patente por P. vivax ou P. falciparum, respectivamente; amostras Pv6 a Pv9 ou Pf6 a Pf9
= amostras com parasitemia subpatente por P. vivax ou P. falciparum, respectivamente. NA = n&o se
aplica (infeccdo ndo detectada pela MO). **Nested-PCR - protocolo adaptado de Snounou et al.,
1993 (alvo 18S rRNA); gPCR - protocolo adaptado de Rougemont et al., 2004 ou Mangold et al.,
2005 (alvo 18S rRNA); NR-cPCR - protocolo adaptado de Demas et al., 2011 (alvos Pvr47/Pfr364).
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FIGURA 12: Curvas de amplificacdo da NR-qPCR para os alvos Pvr47 (A) e Pfr364 (B) em
amostras de campo infectadas por P. vivax, em verde, e P. falciparum, em azul, com
parasitemias patentes (n=10, sendo 5 amostras de P. vivax — verde escuro — € 5 amostras
de P. falciparum — azul escuro) e subpatentes (n=8, sendo 4 amostras de P. vivax — verde
claro — e 4 amostras de P. falciparum — azul claro). CPPv = controle positivo de P. vivax;
CPPf = controle positivo de P. falciparum.

5.1.1. Limites de detec¢ao da NR-qPCR determinado por curva-padrao

Para determinar os limites de deteccdo da NR-gPCR foram construidas
curvas-padrao para cada plasmideo de DNA contendo a sequéncia alvo, Pvr47 ou
Pfr364, através de diluicdo seriada. As eficiéncias das reagcbes de P. vivax e P.
falciparum foram determinadas com base nas curvas-padrao construidas (slope=-
3,128, R?*=0,995 e Eff%=108,762 para Pvr47 e slope=-3,303, R?=0,994 e
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Eff%=100,809 para Pfr364). A tabela 4 resume os resultados obtidos por diluicdo
(20.000 a 0,05 copias/uL) e alvo testado (Pvr47 ou Pfr364), para cada um dos
experimentos realizados (Exp1 e Exp 2), incluindo o niumero de replicatas positivas e
os valores de C,; médio obtidos. Para P. vivax, todas as replicatas dos dois
experimentos realizados amplificaram consistentemente até a concentracao de 1,28
codpias/puL de DNA. Ja para P. falciparum, todas as replicatas dos dois experimentos

amplificaram consistentemente até a concentracao de 6,4 cépias/puL de DNA.

Tabela 4: Diluicao seriada dos plasmideos de Pvr47 e Pfr364 e amplificagdo pela NR-gPCR

Plasmideo P. vivax-Pvr47
- . Positivol/total C, Médio (desvio padrao)
Copias/ul DNA Exp 1 Exp 2 Exp 1 Exp 2
20000 3/3 NR 24,3 (0,04) NR
4000 3/3 NR 26,7 (0,07) NR
800 3/3 3/3 29,0 (0,03) 29,3 (0,12)
160 3/3 3/3 31,2 (0,22) 30,9 (0,24)
32 5/5 5/5 33,0 (1,40) 33,5 (0,26)
6,4 5/5 5/5 34,9 (0,40) 34,4 (0,60)
1,28 5/5 5/5 36,8 (1,20) 33,5 (1,28)
0,25 3/5 5/5 38,0 (0,60) 32,8 (0,60)
0,05 2/5 5/5 35,5 (1,05) 34,4 (1,13)
Plasmideo P. falciparum-Pfr364
- . Positivol/total C, Médio (desvio padrao)
Copias/uL. DNA Exp 1 Exp 2 Exp 1 Exp 2
20000 3/3 NR 23,1 (0,05) NR
4000 3/3 NR 25,4 (0,10) NR
800 3/3 3/3 27,7 (0,10) 28,3(0,12)
160 3/3 3/3 29,9 (0,06) 30,7 (0,42)
32 5/5 5/5 32,4 (0,40) 32,7 (0,40)
6,4 5/5 5/5 34,5 (0,60) 34,7 (1,08)
1,28 4/5 3/5 36,5 (1,00) 36,6 (0,55)
0,25 4/5 2/5 37,1 (0,20) 36,2 (0,45)
0,05 0/5 0/5 NA NA

*2uL de DNA foram adicionados por reacéo de PCR. Dois experimentos foram realizados (Exp 1 e
Exp 2) por alvo a ser amplificado (Pvrd7 ou Pfr364), sendo trés ou cinco replicatas por concentracio.
NR = n&o realizado. NA = nao se aplica.

A analise de regressao probit dos dados obtidos com as curvas-padrao
permitiu estimar o limite de deteccdo de cada um dos alvos avaliados pela NR-
gPCR. Assim, o ensaio aqui padronizado permitiu detectar até 0,66 cépias do DNA
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alvo/uL de sangue para P. vivax (Figura 13A) e 3,27 copias/uL para P. falciparum
(Figura 13B).
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FIGURA 13: Limites de deteccao para (A) Pvr47 e (B) Pfr364 amplificados pela NR-qPCR.
Analise de regressao probit foi realizada considerando nove pontos de diluicao (20.000 a
0,05 cépias/uL) em escala logaritmica. As curvas de regressao calculadas (azul) indicam a
probabilidade (eixo y) de se obter resultados positivos em qualquer concentracdo de DNA;
as curvas pontilhadas (marrom) mostram os intervalos de 95% de confianga. As linhas
pontilhadas (preto) correspondem a concentracdo de DNA na qual 95% das amostras sao
positivas para o alvo testado (0,66 copias/uL de Pvr47 e 3,27 copias/uL de Pfr364).

5.1.2. Avaliacao da especificidade analitica da NR-qPCR

Durante o desenho dos iniciadores e sondas da NR-qPCR, foram feitas
investigacdes in silico através do programa Primer-Blast (NCBI), que permitiu a

analise de complementaridade das sequéncias desenhadas com outras da base de
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dados selecionada (nucleotideos). Isto foi feito para eliminar a possibilidade de
reacao cruzada ou formacao de produtos inespecificos com outras espécies de
Plasmodium e sequéncias humanas (dados nao mostrados). Porém, naquele
momento, o genoma de P. malariae nao estava disponivel em bancos de dados
publicos. Sendo assim, para esta espécie de plasméddio, a reatividade cruzada foi
avaliada apenas por ensaios experimentais de qPCR, que incluiu amostras de P.
malariae (n=3), P. brasilianum/P. malariae (n=1), P. vivax (n=3), e P. falciparum

(n=3), todas com monoinfecgéo.

Os resultados obtidos mostraram que ndo houve reacado inespecifica dos
iniciadores/sondas desenhados para os alvos Pvr47 e Pfr364 com os genomas de P.
malariae e P. brasilianum, ja que nenhuma curva de amplificacdo foi obtida para
estas amostras (Figura 14, P. malariae e P. brasilianum em vermelho e laranja,
respectivamente). Também nao foram observadas reagdes cruzadas entre P. vivax e

P. falciparum (Figura 14, em verde e azul, respectivamente).
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FIGURA 14: Especificidade da amplificacdo dos alvos Pvr47 para P. vivax (A) e Pfr364 para
P. falciparum (B). As curvas de amplificacdo da NR-qPCR para Pvr47 estao representadas
em verde (n=3) e para Pfr364 em azul (n=3). Em cada ensaio foram incluidas amostras de
P. malariae (n=3; vermelho) e P. brasilianum/P. malariae (n=1; laranja). Pf = P. falciparum;
Pv = P. vivax, Pm = P. malariae; Pb/Pm = P. brasilianum; CPPv = controle positivo de P.
vivax; CPPf = controle positivo de P. falciparum.

5.2. Comparacao dos limites de deteccao da NR-qPCR e outros protocolos

moleculares em amostras de campo previamente caracterizadas

5.2.1 Detecgcao de monoinfec¢oées por P. vivax e P. falciparum

Visando comparar os limites de deteccdo da NR-gPCR frente a outros

protocolos de PCR descritos na literatura, amostras de campo de P. vivax ou P.
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falciparum foram tituladas (2.000 a 0,3 parasitos/uL de sangue) e classificadas pelos
diferentes protocolos moleculares aqui avaliados (Figura 7, incluindo os protocolos
adaptados de Snounou et al., 1993 (Nested-PCR), Rougemont et al., 2004 (R-qPCR)
e Demas et al., 2011 (NR-cPCR)).

No caso de monoinfeccdo por P. vivax, nao foram observadas diferencas
significativas de positividade entre os alvos amplificados pelas diferentes PCRs
(Tabela 5). Apesar disso, a NR-qPCR foi o unico protocolo capaz de detectar
consistentemente os menores niveis de densidade parasitaria (todas as replicatas
foram positivas até 1 parasito/uL). Na comparacao geral entre os alvos ribossomal e
nao ribossomal, uma maior variabilidade na positividade foi observada entre os
ensaios de PCR que utilizam o alvo nao ribossomal (67% vs. 96% para NR-cPCR e

NR-gPCR, respectivamente).

TABELA 5: Titulagdo de amostra de campo infectada por P. vivax em diferentes protocolos
de PCR e seus respectivos alvos moleculares

P. vivax (12900 parasitos/uL)*

Densidade parasitaria 18S rRNA Pvra7
(p/pL)** Nested-PCR R-qPCR NR-cPCR NR-qPCR
2.000 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
670 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
220 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
74 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
25 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
8 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
3 3/3 (100%) 3/3 (100%) 0/3 (0%) 3/3 (100%)
1 113 (33%) 2/3 (67%) 0/3 (0%) 3/3 (100%)
0,3 0/3 (0%) 2/3 (67%) 0/3 (0%) 2/3 (67%)
Positividade PCR 22127 (81%)*°  25/27 (93%)" 18127 (67%)°  26/27 (96%)°
Positividade alvo 47/54 (87%)" 44/54 (81%)°

DNA de P. vivax foi diluido serialmente (2.000 a 0,3 parasitos/L) e submetido a cada protocolo de
PCR em triplicata. Os resultados foram expressos como numero de amostras positivas em relacéo ao
total de replicatas (porcentagem de positivos). Diferentes letras (a,b) indicam diferengas entre as
propor¢des (p<0,05 pelo Teste Exato de Fisher). Os ensaios de PCR foram definidos como descrito
na legenda da Figura 7. *Determinado pela microscopia optica. **Densidade parasitaria (UL de
sangue) estimada conforme a dilui¢&o.

Em relacao a P. falciparum (Tabela 6), os resultados de titulagdo da amostra
de campo mostraram que a amplificacdo de Pfr364 foi mais eficiente do que a

amplificagdo do gene 18S rRNA, e esta diferenca foi independente do protocolo de
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PCR utilizado (80% vs. 59%, p=0,0359 pelo Teste Exato de Fisher). Enquanto a
amplificacdo de Pfr364 pela NR-qPCR foi consistente até a densidade de 3
parasitos/uL (100% das replicatas), a amplificacdo do gene 78S rRNA foi
inconsistente a partir de 25 parasitos/uL (Nested-PCR ou R-gPCR).

TABELA 6: Titulacdo de amostra de campo infectada por P. falciparum em diferentes
protocolos de PCR e seus respectivos alvos moleculares

P. falciparum (13400 parasitos/uL)*

Densidade parasitaria 18S rRNA Pfr364
(p/pL)* Nested-PCR R-qPCR NR-cPCR NR-qPCR
2.000 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100% 3/3 (100%

) )
670 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
220 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
74 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
25 2/3 (67%) 2/3 (67%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
8 1/3 (33%) 1/3 (33%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
3 1/3 (33%) 1/3 (33%) 2/3 (67%) 3/3 (100%)
1 0/3 (0%) 0/3 (0%) 1/3 (33%) 0/3 (0%)
0,3 0/3 (0%) 0/3 (0%) 0/3 (0%) 1/3 (33%)
Positividade PCR 16/27 (59%)°  16/27 (59%)° 21127 (78%)%  22/27 (81%)°
Positividade alvo 32/54 (59%)% 43/54 (80%)"”

DNA de P. falciparum foi diluido serialmente (2.000 a 0,3 parasitos/uL) e submetido a cada protocolo
de PCR em triplicata. Os resultados foram expressos como numero de amostras positivas em relagao
ao total de replicatas (porcentagem de positivos). Diferentes letras (a’,b’) indicam diferencas entre as
proporgdes (p<0,05 pelo Teste Exato de Fisher). Os ensaios de PCR foram definidos como descrito
na legenda da Figura 7. *Determinado pela microscopia optica. **Densidade parasitaria (uL de
sangue) estimada conforme a diluicéo.

Os ensaios de titulagdo permitiram ainda estabelecer pontos de corte (cut-off)
para a NR-qPCR. Estes pontos se referem a valores de C, definidos com base nos
pontos de maior repetibilidade para as reacdes da NR-qPCR. Sendo assim, as
amostras com amplificacdo até o ciclo 37 (C,=37) na reacdo de Pvr47 foram
consideradas positivas para P. vivax e as amostras com amplificacdo até o ciclo 38
(C4=38) na reacao de Pfr364 foram consideradas positivas para P. falciparum. O
valor de cut-off estabelecido para cada alvo foi utilizado nos ensaios de avaliagéo do

protocolo em amostras de campo com malaria clinica e subclinica.
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5.2.2 Deteccgao de coinfecgoes por P. vivax e P. falciparum

Para avaliar a capacidade dos diferentes protocolos e alvos moleculares em
detectar malaria mista por P. vivax e P. falciparum, misturas artificiais foram
preparadas a partir das amostras de P. vivax e P. falciparum utilizadas nos

experimentos anteriores (item 5.2.1).

Fixando-se a concentragcao de DNA de P. vivax (1.433 parasitos/pL) e
variando-se a densidade de P. falciparum (1.489 a 0,7 parasitos/uL) na mistura, foi
possivel demonstrar que os protocolos baseados nos alvos nao ribossomais (NR-
cPCR e NR-gPCR) foram muito mais eficientes na identificacdo das duas espécies,
mesmo quando P. falciparum esteve presente em densidades muito baixas (Tabela
7). Juntos, os protocolos nao ribossomais identificaram 85% (41 de 48) das
infeccdes mistas, enquanto os protocolos ribossomais (Nested-PCR e R-qPCR)
detectaram apenas 31% (15 de 48). Ao comparar a variagdo intra-alvo, a
amplificacdo do gene 18S rRNA pela R-qPCR demonstrou uma tendéncia a
amplificar P. vivax em detrimento de P. falciparum, mesmo quando o DNA de P.
falciparum estava presente na mistura em concentracdes relativamente altas (Tabela
7).

Fixando-se a concentracao de P. falciparum (1.489 parasitos/pL) e variando-
se a densidade de P. vivax (1.433 a 0,7 parasitos/pL), os alvos apresentaram
desempenho semelhante na detecgcédo da coinfecgéo até 6 parasitos/uL (Tabela 8).
Embora ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as positividades
obtidas para os alvos ribossomais e nao ribossomais (69% vs. 83%, p=0,1505), a
NR-gPCR aqui desenvolvida parece ter apresentado melhor desempenho em
relacdo aos protocolos que utilizam o 18S rRNA, ja que amplificou ambas as
espécies em quase todas as replicatas e pontos de diluicdo avaliados. De fato, o
protocolo aqui descrito foi o Unico capaz de detectar consistentemente as infecgdes
mistas quando uma das espécies estava presente em proporcao cerca de 700 vezes

inferior a da outra espécie (1.489 vs. 2 parasitos/uL) (Tabela 8).
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TABELA 7: Titulagdo do DNA de P. falciparum presente em misturas artificiais de P. vivax e P. falciparum por protocolos moleculares
ribossomais (Nested-PCR e R-gPCR) e nao ribossomais (NR-cPCR e NR-gPCR)

Densidade parasitaria 18S rRNA Pvr47/Pfr364 (alvos NR)
(p/pL) Nested-PCR R-qPCR NR-cPCR NR-qPCR
Pv Pf #1 #2 #3 #1 #2 #3 #1 #2 #3 #1 #2 #3
1.489 Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf Pv Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf
496 Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv Pv Pv Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf
165 Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv Pv Pv Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf
1433 55 Pv Pv+Pf  Pv+Pf Pv Pv Pv Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf
18 Pv+Pf Pv Pv+Pf Pv Pv Pv Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf
6 Pv Pv Pv Pv Pv Pv Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf
2 Pv Pv Pv Pv Pv Pv Pv Pv Pv Pv Pv+Pf  Pv+Pf
0,7 Pv Pv Pv Pv Pv Pv Pv+Pf Pv Pv Pv+Pf  Pv+Pf Pv
Positividade PCR 13124 (54%)" 2/24 (8%)* 19124 (79%)"° 22/24 (92%)°
Positividade alvo 15/48 (31%)* 41/48 (85%)°

Misturas artificiais contendo P. vivax (Pv) e P. falciparum (Pf) em diferentes propor¢cdes foram preparadas de amostras de campo previamente caracterizadas
pela microscopia optica. Os resultados s&o expressos como positivo para P. vivax e P. falciparum (Pv+Pf), positivo para P. vivax (Pv) ou positivo para P.
falciparum (Pf). Para cada ensaio de PCR, os pontos de diluicdo foram feitos em triplicata (#1 a #3). Diferentes letras (a-c ou a’,b’) indicam diferengas entre
as proporgdes (p<0,05 pelo Teste Exato de Fisher).
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TABELA 8: Titulacdo do DNA de P. vivax presente em misturas artificiais de P. vivax e P. falciparum por protocolos moleculares ribossomais
(Nested-PCR e R-gPCR) e nao ribossomais (NR-cPCR e NR-gPCR)

Densidade parasitaria 18S rRNA Pvra7/Pfr364 (NR targets)
(p/pL) Nested-PCR R-qPCR NR-cPCR NR-qPCR
Pf Pv #1 #2 #3 #1 #2 #3 #1 #2 #3 #1 #2 #3
1.433 Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf
478 Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf
159 Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf
1489 53 Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf
18 Pf Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf
6 Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf Pv+Pf Pf Pf Pv+Pf  Pv+Pf Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf
2 Pf Pf Pf Pf Pf Pf Pf Pf Pf Pv+Pf  Pv+Pf  Pv+Pf
0,7 Pv+Pf Pf Pf Pf Pf Pf Pf Pf Pf Pv+Pf Pf Pv+Pf
Positividade PCR 18124 (75%)>" 15/24 (63%)* 17124 (71%)* 23/24 (96%)°
Positividade alvo 33/48 (69%)” 40/48 (83%)°

Misturas artificiais contendo P. vivax (Pv) e P. falciparum (Pf) em diferentes propor¢cdes foram preparadas de amostras de campo previamente caracterizadas
pela microscopia o6ptica. Os resultados sdo expressos como positivo para P. vivax e P. falciparum (Pv+Pf), positivo para P. vivax (Pv) ou positivo para P.
falciparum (Pf). Para cada ensaio de PCR, os pontos de diluicdo foram feitos em triplicata (#1 a #3). Diferentes letras (a-c ou a’,b’) indicam diferencgas entre
as proporgodes (p<0,05 pelo Teste Exato de Fisher).
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5.3 Avaliacao dos protocolos de PCR ribossomais e nao ribossomais em

amostras de individuos com malaria clinica e subclinica

Para comparar o desempenho da NR-qPCR ao de outros protocolos de PCR,
avaliou-se inicialmente amostras de individuos com suspeita clinica de malaria. O
exame microscopico dessas amostras indicou uma positividade de 32% (35 em 110
individuos) (Figura 15A).

Em comparacao aos resultados da microscopia, os ensaios moleculares,
tanto baseados no 78S rRNA (Nested-PCR e/ou R-qPCR) quanto nos alvos nao
ribossomais (NR-cPCR e/ou NR-qPCR), identificaram uma proporcao semelhante de
infeccbes (n=39, 35%) (Figura 15A). Além disso, neste grupo de individuos a
amplificacéo dos diferentes alvos ndo aumentou a positividade para malaria (Figura
15A, barra a direita; p=1,0 para alvo 78S rRNA vs. ambos os alvos e p=0,89 para
alvos néao ribossomais vs. ambos os alvos). Estes resultados estdo de acordo com
os valores de sensibilidade e especificidade encontrados para cada um dos ensaios

moleculares, ja que nenhuma diferenca significativa foi observada (Tabela 9).

A identificacdo espécie-especifica das infecgdes detectadas (Figura 15B)
mostrou o mesmo padrao de positividade, sem diferenca significativa entre os
métodos (MO vs. protocolos moleculares) ou alvos avaliados (ribossomal vs. néo
ribossomais). Com relacao as espécies de Plasmodium identificadas, nos pacientes
com malaria sintomatica, P. vivax e P. falciparum foram encontrados em propor¢oes
semelhantes. Apesar disso, cinco de seis infeccbes mistas identificadas pela
microscopia Optica (Fig. 15B, em cor laranja) nao foram confirmadas por nenhum

protocolo molecular (todas positivas para P. vivax, em vermelho).
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Figura 15: Positividade para malaria entre individuos com suspeita clinica de malaria
(n=110) de acordo com a microscopia optica (MO) ou protocolos moleculares baseados nos
alvos ribossomal (78S rRNA) ou nao ribossomal (NR). Os resultados foram expressos como
(A) frequéncia de positivos de acordo com o alvo amplificado (78S rRNA e/ou Pvr47/Pfr364)
ou protocolo de PCR (Nested-PCR, R-gPCR, NR-cPCR ou NR-gqPCR); p>0,05 para todas as
comparagdes realizadas pelo Teste Qui-quadrado; (B) heatmap da positividade por espécie
para cada protocolo de PCR: azul - negativo; vermelho - P. vivax; amarelo - P. falciparum; e
laranja - infeccado mista por P. vivax e P. falciparum. Os ensaios sdo indicados nas colunas;
cada linha corresponde a uma amostra testada (individuo) para os diferentes ensaios.
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TABELA 9: Sensibilidade e especificidade dos diagnésticos moleculares em amostras de
individuos com suspeita clinica de malaria (n=110)

Protocolo molecular Verda_c!eiro Fal_s_o* Verdad'eiro Fals_o Sensibili- Especifici-
positivo positivo negativo negativo dade dade
Nested-PCR 36 0 70 4 90% 100%
R-gPCR 37 1 70 2 95% 99%
NR-cPCR 34 0 70 6 85% 100%
NR-gPCR 36 1 70 3 92% 99%

A sensibilidade e especificidade dos ensaios foram determinadas como previamente descrito por
Hofmann et al. (2018). O padrao de referéncia (verdadeiro positivo) para cada protocolo foi calculado
através da combinagéo das detecgdes de qualquer PCR, excluindo-se o protocolo em avaliagao.
*Falso positivo no sentido que nenhum outro protocolo molecular detectou estas infecgdes.

Com relagdo ao grupo de individuos com provavel infeccdo subclinica, a
positividade pelo exame microscopico de rotina foi de apenas 7% (21 de 324)
(Figura 16A). Contudo, nesta populacdo, o diagnoéstico molecular aumentou a
deteccao de malaria subclinica de trés a quatro vezes em relagcdo ao diagnostico
parasitolégico. Basicamente, enquanto os protocolos moleculares identificaram 92
(28%) infecgbes subclinicas, apenas 21 (7%) foram identificadas pela microscopia
optica (p<0,0001, Figura 16), indicando que 71 das 92 (77%) infecgcdes foram
perdidas pelo exame de rotina. Foi possivel observar, porém, que nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre a amplificacdo dos alvos ribossomais e
nao ribossomais; 72 (22%) infecgbes foram detectadas pelo gene 78S rRNA e 89
(27%) pela amplificacdo dos alvos nao ribossomais (Figura 16A). Apesar disso, a
sensibilidade dos protocolos de PCR utilizados variou significativamente neste
grupo, incluindo baixa sensibilidade para os protocolos de PCR convencional
(Nested-PCR e NR-cPCR) (Tabela 10), o que refletiu em um numero consideravel de
resultados discordantes (79 de 324, 24%) entre os protocolos (Anexo V). Uma
quantidade significativa de infec¢cdes submicroscopicas foi identificada apenas pelos
protocolos de PCR em tempo real, ou seja, a R-gPCR baseada no 18S rRNA e a
NR-gPCR baseada nas sequéncias de Pvr47/Pfr364, sendo, portanto, a maioria das
infecgdes identificada tanto pelo alvo ribossomal quanto pelos alvos nao ribossomais
(Figura 16A, barra a direita; p=0,09 para alvo 78S rRNA vs. ambos os alvos e p=0,86

para alvos nao ribossomais vs. ambos os alvos).

Os resultados de identificacdo espécie-especifica demonstraram uma alta
proporcao de P. vivax em comparagao a P. falciparum, além de infecgbes mistas

detectadas apenas pelos protocolos moleculares (Figura 16B). Embora, no geral, os



70

ensaios de PCR em tempo real (R-gPCR e NR-gPCR) tenham apresentado melhor
desempenho em relacdo aos protocolos de PCR convencionais (NRc-PCR e
Nested-PCR), os resultados confirmaram os ganhos obtidos com a NR-qPCR na

deteccao de infecgdes subclinicas por malaria (Figura 16B).
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Figura 16: Positividade para malaria entre individuos com suspeita de malaria subclinica
(n=324) de acordo com a microscopia optica (MO) ou protocolos moleculares baseados nos
alvos ribossomal (78S rRNA) ou nao ribossomal (NR). Os resultados foram expressos como
(A) frequéncia de positivos de acordo com o alvo amplificado (78S rRNA elou Pvr47/Pfr364)
ou protocolo de PCR (Nested-PCR, R-gPCR, NR-cPCR ou NR-qPCR); diferentes letras (a,b)
indicam diferencas entre proporgcdes (p<0,05 pelo Teste Exato de Fisher); (B) heatmap da
positividade por espécie para cada protocolo de PCR: azul - negativo; vermelho - P. vivax;
amarelo - P. falciparum; e laranja - infeccdo mista por P. vivax e P. falciparum. Os ensaios

sao indicados nas colunas; cada linha corresponde a uma amostra testada (individuo) para
os diferentes ensaios.
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TABELA 10: Sensibilidade e especificidade dos diagnésticos moleculares em amostras de
individuos com suspeita de malaria subclinica (n=324)

Protocolo molecular Verda_c!eiro Fal_s_o* Verdad'eiro Fals_o Sensibili- Especifici-
positivo positivo negativo negativo dade dade
Nested-PCR 16 1 232 75 18% 100%
R-gPCR 67 2 232 23 74% 99%
NR-cPCR 42 0 232 50 46% 100%
NR-gPCR 72 17 232 3 96% 93%

A sensibilidade e especificidade dos ensaios foram determinadas como previamente descrito por
Hofmann et al. (2018). O padréao de referéncia (verdadeiro positivo) para cada protocolo foi calculado
através da combinagéo das deteccdes de qualquer PCR, excluindo-se o protocolo em avaliagado.
*Falso positivo considerando que nenhum outro protocolo molecular detectou estas infecgdes.

Considerando-se apenas as infec¢gdes submicroscopicas identificadas por
qualquer protocolo de PCR (73 de 92), o diagrama de Venn demonstrou uma alta
proporcao de infeccdes (18%, 13 de 73) identificadas apenas pela NR-gPCR (Figura
17). No que diz respeito aos alvos moleculares, 96% (70 de 73) das infec¢des
submicroscoépicas foram detectadas pelos protocolos que utilizam as sequéncias nao
ribossomais Pvr47/Pfr364, enquanto 78% (n=57) foram detectadas pelos protocolos
baseados no 78S rRNA (p=0,0024).

R-qPCR NR-cPCR

Nested-PCR é NR-qPCR

FIGURA 17: Diagrama de Venn de infecgbes submicroscépicas por malaria (n=73),
identificadas por cada protocolo molecular baseado nos alvos ribossomal (Nested-PCR e R-
gPCR) e nao-ribossomais (NR-cPCR e NR-gPCR). Os resultados sd3o mostrados em
numero de positivos (%).
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6 DISCUSSAO

6.1 Protocolos moleculares ribossomais e nao ribossomais em infec¢cao unica

e mista por P. vivax e P. falciparum

Atualmente, diferentes protocolos de amplificacao tém sido descritos para o
diagnéstico molecular da malaria humana, a maioria apresentados como capazes de
detectar baixas densidades parasitarias por diferentes espécies de Plasmodium.
Contudo, os limites de deteccdo pré-estabelecidos por grande parte destes
protocolos apresentam limitagcbes. Em parte, porque os limites de deteccao foram
estabelecidos a partir da titulacado de DNA plasmidial ou DNA de parasitos cultivados
(no caso de P. falciparum), o que pode ter levado a uma superestimacao, ja que
estas sdo amostras que aplificam com mais facilidade quando comparadas a
amostras de campo (Camargos-Costa et al., 2014). Outro fator limitante é que
muitos protocolos tém sido validados utilizando-se apenas amostras de pacientes
com malaria sintomatica, que, em geral, apresentam elevadas parasitemias
(Rougemount et al., 2004; Mangold et al., 2005; Polley et al., 2010; Patel et al., 2013;
Lefterova et al., 2015; Hashimoto et al., 2018). Ressalta-se ainda que muitos destes
estudos foram realizados em areas endémicas onde a transmissdo de malaria &
relativamente estavel, como a Papua Nova Guiné, Oceania (Hofmann et al., 2018).
Assim, os dados encontrados para aquelas regides podem n&o ser aplicados a

Amazonia brasileira, onde a transmissao € instavel.

No presente estudo, foi possivel estabelecer com sucesso um protocolo de
PCR nao ribossomal (NR-gPCR) baseado nas sequéncias multicopias Pvr47 e
Pfr364 de P. vivax e P. falciparum, respectivamente. Os ensaios de titulagcao, tanto
de DNA plasmidial quanto de amostras de campo, revelaram que a NR-qPCR foi
capaz de detectar acuradamente as infec¢des Unicas e mistas por P. vivax e P.
falciparum, gerando resultados reprodutiveis mesmo em baixas densidades
parasitarias (1-3 parasitos/uL sangue). Além disso, o protocolo se mostrou
especifico, uma vez que nao apresentou reacao cruzada com diferentes espécies de

Plasmodium ou com DNA humano.
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E importante ressaltar que, em situacdes de infeccédo Unica por P. falciparum,
os experimentos de titulacdo demonstraram que o alvo Pfr364 foi mais adequado
para a deteccao das infecgdes do que o 78S rRNA. Isto se deve, provavelmente, ao
grande numero de cépias deste alvo no genoma de P. falciparum, o que resultou em
maior sensibilidade dos protocolos nao ribossomais em relagéo aos ribossomais. De
relevancia, os iniciadores aqui desenhados para Pfr364/NR-qPCR contemplaram
praticamente toda a subfamilia 1 do alvo, incluindo aproximadamente 22 cépias.
Esta maior sensibilidade da sequéncia nao ribossomal para detectar infecgao por P.
falciparum tem importancia clinica, ja que esta é a espécie mais patogénica e que

pode levar a morte se nao diagnosticada e tratada precocemente (WHO, 2018).

No geral, os ensaios de titulacdo das amostras de campo demonstraram que
a principal vantagem da NR-gPCR em relacdo aos outros protocolos avaliados
(ribossomais e nao ribossomal) foi a identificagcdo de infecgdes mistas, sendo este o
unico protocolo capaz de detectar consistentemente as duas espécies mesmo com

uma diferenca de concentracao de 240 a 700 vezes entre elas.

Na pratica clinica, as infecgbes por mais de uma espécie de plasmédio sao
frequentemente negligenciadas. No entanto, embora a detecgéo de infec¢des mistas
seja baixa pela microscopia de rotina (<2%), os métodos de PCR tém mostrado que
as frequéncias destas infeccées podem ser bem mais elevadas, podendo chegar a
55-65% das infeccbes em uma determinada area (Mayxay et al.,, 2004). Estudos
longitudinais para estabelecimento de critério de cura em pacientes tratados e nao
re-expostos a transmissao demonstraram que o tratamento de uma infecgao Unica
por plasmédio pode resultar frequentemente no aparecimento tardio da outra
espécie (Mayxay et al., 2001). Isto é relevante nao s6 para as medidas de controle e
vigilancia de malaria em uma area, mas também para a abordagem terapéutica, uma
vez que o tratamento é espécie-especifico. Assim, um diagndéstico incorreto pode
favorecer a transmissdo da espécie que foi neglicenciada, bem como resultar em
doenca clinica ap6és tratamento especifico (Okell et al., 2012; Wampfler et al., 2013;
Nguyen et al., 2018).

Considerando-se, portanto, a importancia de se identificar casos de infeccao
mista oportunamente, um resultado relevante aqui obtido foi a incapacidade da R-
gPCR (alvo 18S rRNA) em detectar o DNA de P. falciparum em situagdo de

coinfeccdo com P. vivax. O uso de apenas um par de iniciadores para ambas as
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espécies pode ter sido um fator determinante para a falha de identificacdo das
coinfeccdes, ja que os iniciadores podem competir pelo DNA alvo na reagao de
PCR, favorecendo a amplificagao de P. vivax. Nesse sentido, o estudo original da R-
gPCR (Rougemont et al., 2004) relatou uma situacao de competicao de iniciadores
em misturas com plasmideos de P. falciparum e P. malariae, favorecendo a
amplificacéo de P. falciparum devido ao menor tamanho do seu amplicon (159 pb vs.
165 pb). Esta parece ser uma limitacao relevante para a aplicacdo deste protocolo
em amostras de campo, especialmente em areas com alta prevaléncia de duas ou
mais espécies de Plasmodium. Em conjunto, os resultados apresentados sugerem
que o protocolo NR-gPCR aqui desenvolvido & promissor para detectar infec¢des

mistas.

6.2 Alvos nao ribossomais para o diagnostico de malaria em individuos com

suspeita de malaria clinica e subclinica

Nos ultimos anos, as analises moleculares tém evidenciado lacunas entre os
dados epidemiolégicos e a real prevaléncia das infec¢gées por Plasmodium, muitas
vezes subestimadas devido as baixas parasitemias no individuo infectado e
consequente falha de diagnéstico pelos métodos de rotina (Proux et al.,, 2011;
Golassa et al., 2013). Por outro lado, protocolos moleculares pouco sensiveis e
reprodutiveis também podem ocultar parasitemias e coinfec¢cdes subpatentes,
contribuindo para a manutencado da doenga em muitas areas (Camargos-Costa et
al., 2014; Vincent et al., 2017).

Os resultados obtidos nos ensaios de PCR com amostras provenientes de
individuos com suspeita clinica de malaria demonstraram que nao houve diferenca
significativa entre os alvos ribossomal e nao ribossomal, bem como entre os
protocolos moleculares utilizados, para deteccao das infecgcbes por P. vivax e P.
falciparum. De fato, neste grupo com malaria clinica, os valores de sensibilidade e
especificidade obtidos para cada protocolo molecular foram semelhantes. Estes
resultados eram esperados uma vez que individuos sintomaticos apresentam,

geralmente, maior concentragcdo de parasitos no sangue periférico, sendo as
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infeccbes malaricas mais facilmente detectadas, tanto por métodos moleculares

quanto pela microscopia de rotina (Zimmerman & Howes, 2015).

Embora nao houve diferenca entre a microscopia e os protocolos de PCR na
identificagcdo da malaria clinica, os dados aqui apresentados mostram um grande
numero de infecgdes submicroscoépicas circulando na populagéo residente na area
endémica estudada (cerca de 70% das infec¢des). Este estudo mostrou ainda que a
maior parte das infecgbes subclinicas foi causada por P. vivax, espécie mais
comumente responsavel pela malaria na regidao amazénica (Oliveira-Ferreira et al.,
2010; Kano et al.,, 2012; Souza-Silva et al., 2014; Sampaio et al., 2015). Estes
resultados confirmam os achados de estudos recentes que também demostraram
altas taxas de infecgdes submicroscopicas por P. vivax em diferentes cenarios de
transmisséao, particularmente em areas consideradas de baixa transmisséo (Cheng
et al., 2015; Moreira et al., 2015; Almeida et al., 2018; Gruenberg et al., 2018).
Embora a razdo para essa alta taxa de infecgdes assintomaticas por P. vivax seja
desconhecida, é provavel que esteja associada a biologia deste parasito, que inclui
uma rapida aquisicao de imunidade em comparacao com a infec¢cao causada por P.
falciparum, levando ao controle da parasitemia e manutencao da carga parasitaria

em nivel submicroscépico (Adams e Mueller, 2017).

Os resultados aqui apresentados permitiram demonstrar ainda que a
deteccdo simultdnea de alvos ribossomais e nao ribossomais nao aumentou as
chances de se detectar infecgdes subclinicas. Apesar disso, a amplificacdo dos
alvos Pvr47/Pfr364 foi mais eficiente que a amplificacdo do gene 78S rRNA na
identificacdo de infecgdes submicroscopicas. A maior sensibilidade da NR-gPCR em
identificar uma prevaléncia mais realistica de infeccdo malarica na area de estudo é
relevante, particularmente, para os programas de vigilancia epidemiolégica da
doenca na Amazénia. Isto porque a correta identificacao dos individuos portadores
de malaria subclinica, que podem constituir fonte importante de infeccdo para o
mosquito vetor, representa um dos grandes obstaculos para o controle e a
eliminacao da malaria nas Américas (Recht et al., 2017; Ferreira & Castro, 2016).
Além disso, ha uma tendéncia atual para que os portadores de malaria subclinica e
submicroscépica sejam tratados, visando a interrupcdo completa do ciclo de

transmissao da doenca (Cheng et al., 2015).
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Embora os ensaios de titulagao in vitro tenham demonstrado que a NR-qPCR
€ promissora para a deteccao de infeccao mista, estes resultados nao puderam ser
confirmados em amostras de campo com malaria subclinica, ja que a maioria das
infeccbes submicroscopicas foi causada por P. vivax. Além de P. vivax ser o parasito
predominante na area de estudo (Kano et al., 2012; Kano et al., 2016), o progresso
alcancado na redugédo do numero de casos de P. falciparum nos ultimos anos fez
com que este parasito seja, atualmente, encontrado em baixos indices (Siqueira et
al., 2016). Apesar disso, a malaria por P. falciparum tem ressurgido em areas onde
antes foi controlada e evidéncias recentes sugerem que a frequéncia destas
infecgdes pode ser muito maior do que o esperado (Singh et al., 2017), inclusive na
regido amazénica (Camargo et al., 2018). Nesse sentido, faz-se necessario ampliar
este estudo para areas onde coexista a transmissao de P. vivax e P. falciparum,
incluindo areas onde ha atualmente risco de re-emergéncia de P. falciparum, como &
0 caso das areas de fronteiras da Amazénia com paises vizinhos, como a
Venezuela, onde a crise politica e humanitaria tem limitado as a¢des de controle e
vigilancia da doenca (Hotez et al., 2017; Grillet et al., 2018).

Em conjunto, os resultados apresentados demonstram que a NR-gPCR aqui
desenvolvida é promissora para o diagnostico de malaria clinica e subclinica,
incluindo infecgdes subpatentes e mistas por P. vivax e P. falciparum. Entretanto,
mais estudos fazem-se necessarios para avaliar o desempenho do protocolo em

areas onde haja co-circulagao destas espécies.
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7 CONCLUSOES

Na populacao estudada, o presente estudo permitiu demonstrar que:

1)

2)

3)

O protocolo NR-gPCR aqui desenvolvido € eficaz para o diagnéstico espécie-
especifico de malaria por P. vivax e P. falciparum, sendo recomendado para
areas com alta prevaléncia de infec¢des assintomaticas, submicroscoépicas e

mistas;

A utilizagdo simultdnea de alvos ribossomais (78S rRNA) e nao ribossomais
(Pvrd7/Pfr364) para o diagnéstico molecular de malaria por P. vivax e P.

falciparum nao aumenta as chances de se detectar infec¢des submicroscépicas;

O alvo nao ribossomal Pfr364 se mostrou mais adequado do que o gene 78S
rRNA para detectar infeccbes por P. falciparum, incluindo aquelas onde existe

coinfeccao com P. vivax;

O desempenho dos protocolos moleculares (ribossomal e nao ribossomal) é
semelhante ao da microscopia Optica nos casos de malaria sintomatica por P.
vivax ou P. falciparum; entretanto, em casos de infec¢do mista, ha discordancia

entre os métodos.
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Abstract

Background: The urexpacted high proportion of submicroscopic malaria infections in areas with kw transmission
intensity challenges the control and elimination of malaria in the Americas. The current PCR-based assays present
limitations as most protoools still rely on amplification of few-copies 1arget gene. Here, the hypothesis was that ampli-
fication of different plasmodial targets—ribosomal (185 A} and non-ribosomal muli-copy sequences Pyrd 7 for
Plasmodium vivax and Pir3t4 for Plasmodium falcipaum)—could increase the chances of detecting submicroscopic
miztaria infection.

Methods: A non-ribosomal real-time PCR assay targeting Pvrd 7/Piragd (NR-9PCR) was established and compared
with three additional PCR protocols, two of them based on 185 fNA gene amplification (Nested-PCR and R-gPCH) and
one based on Purd7/Pr364 targets (NE-cPCR). The limit of detection of each PCR protocol, at single and artificial mied
P vivime' P felciparum infections, was determined by end-point titration curves. Field samples from clinical (n=110) and
subdlinical (n=324) malaria infections were used o evaluate the impact of using multiple molecular targets to detect
mizlaria infections.

Results: The results demonstratad that an assodiation of ribosomal and non-ribosomal targets did not increase sen-
sitivity to detect submicroscopic malaria infections. Despite of that, artificial mixed-malaria infections demonstrated
that the NR-gPCR was the maost sensitive protocol to detect low-levels of P vivan'® falciparum co-infections. Field stud-
ies confirmed that submicroscopic malaria represented a lange propartion (up to 77%) of infections among asympto-
miatic Amazomndan residents, with a high proportion of infections [~ 20%) idensified only by the NR-gPCR
Condusions: This study presents 2 new species-specific non-ribosomal PCR assay with potential to identify kow-den-
sity P wivax and P fgiciparum infections. As the majority of subclinical infections was caused by P vivax, the commonest
form of mialaria in the Amazon area, ieture studies should imestigate the poteritial of Perd7/Pir364 to detect mixed-
mizlaria infections in the field
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Background

Malaria is a worldwide public health concern that is
presant in roughly 90 countries, mainly in tropical and
subtropical regions [1]. While Plasmodium vivaz is the
maost widely distributed parasite cansing malaria, Plas-
maditar falci accounts for the most severs forms
of the dissase [2]. Although malaria incidence mate is
estimated to have decreased by 18% globally between
2010 and 2016, a recent increase in case incidence
occurred in the Americas, particolady in the Amazon
rainforast |1, 3].

In order to progress towards malaria control and
glimination, it is critical to understand the sources of
transmission (the infections reservoir) and those at risk
of infection at the population lavel [4]. In this context,
the molecolar detection of Mavmodiws 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 makaria
infactions [10, 11]. Accordingly, a substantial proportion
of asymptomatic and submicroscopic malarial infections
has been described in peri-urban areas of the Brazilian
Amazon [1Z]. Many are the implications of these find-
ings a5 submicroscopic malaria carriers may be able o
transmit the Mlasmodinm parasites, acting as reservoirs
for malaria |13, 14]. Beyond the practical value of using
maolecular tools to identify submicroscopic carriers and
mixed-species infoctions, malaria infections at any den-
sity may have significant health and sociceconomic con-
saquences [15].

Historically, the small subunit 185 of the ribosomal
RHA gene [I85 rENA) has been the most common tar-
get used for mofecular diagnosis of malaria [16-20]. As
this gene is present in few copies (5 to 8) in the genoms
of Plasmodinm 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 decads, the genomic data mining of Plasmodium
parasites has allowed the discovery of new species-
specific multi-copy targets which show potentisl for
molecular disgnosis of B vivax and P falciparum makaria
[24-28]. Among the promising targets inclede the non-
coding subtelomeric repeat sequences Pvrd7 and Pfrasd
that are present in 14 and 41 copies in the genomes of 2
vivax and P falcparum, respectively [24]. While there is
evidence for their location and distribution, the biclogi-
cal functions of Pvrd7 and Pir3éd remains to be estab-
lished. By using a single-step PCR assay to amplify Pved7!
Pfr364 targets, it was possible to demonstrate the rela-
tively hipher sensitivity of these tarpets as compared to
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the amplification of I35 rRNA gene by the conventional
nested-PCR assay [24].

Since most malaria PCR-based protocols still relies on
amplification of 155 rRAA gense, which has low sensitiv-
ity to detect low-density infections, we evaluated here
how nseful Pvrd7 /Pfr3g4 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/Plragd involved DNA visualization on gel
slectrophoresis [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 (Pvrd7!
Pirie4d and I85 rRNA pens) could increase the chances
of detecting submicroscopic malaria infections. For
that, field samples {dinical and subclinical malaria) were
amplified by four different PCR assays, two of them tar-
geting Pvrd7/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 Committes of Research
on Human Beings from the René Hachou Institute’
Oswaldo Cruz Foundation {protocols Mo 24/2008, and
Mo 1.821.955/2016), according to the Brazilian Mational
Council of Health {Resoluotions 196/96 and 466/12). All
participants were informed about the objectives and
procedures of the study, with voluntary participation
through written informed consent.

(lintcal malaria

This group included individuzls with clinical suspicion
of malariz who sought care at Brazilian malaria refer-
ence healthcare feilities located in both endemic (States
of Ronddniz and Mato Grosso) and non-endemic areas
(Minas Gerais). After short-trips to malaria transmis-
sion areas, these individuals presented symptoms sup-
gestive of uncomplicated malaria infection, such as fever,
myalgia, chills, and headaches. Mon-inclosion criteria
included: {i} refusal or inability to sign the informed con-
sent; (i) age below 5 years-old; {iii) pregnant women; and
{iv) any other co-morbidity that conld be traced. One-
hundred-and-ten patients were enmolled 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 30.75-48.35), and a proportion
fermale-male of 1:5. For each individual, blood sample was
collected at & single time point by venipuncture or finger
prick. The period of bload collection varied from 2008
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to 2017, and since there, all samples from participants
have besn maintsined in the biorepository of malaria
ressarch groop at FIOCRUZ-MINAS (Belo Horizonte,
MG}, Brarilian Ministry of Health, according to the local
legislation.

Subdlinical malaria

This group included malara-exposed individuals who
had participated of cross-sectional surveys carried-out
batween 2008 and 2015 in a roral community of the
Brazilian Amaron reinforest, Rio Pardo (1°46'5—1754'5,
S0P 2P W—60° 1070 ), Presidents Fipueiredo municipality,
State of Amazonas, The study site and malaria transmis-

sion patterns have been described in details elsewhare
[27-29]. In this area, malaria transmission is considered
hypo to messendemic, 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; (i) any signs and/or
symptoms that could be refated to tomatic malaria
such as fever, myalgia, chills, and headaches; the absence
of symptoms was self-reported and obtained during a
personzl interview conducted through structured ques-
tionnzire, as previously described [27): (iii) ape balow
5 yaars-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 composad by 324 participants; considering 7% of
prevalence by light microscopy [27] and assuming that
in an area of greater chance of P wsae infection molecu-
lar assays is expecied to increass malaria prevalence by
s 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
fermalemnale ratio of 1:1.5, and an average of 35 years
{IQR 21-52) living in the endemic ares. For each indi-

vidual, blood sample was collectad at 3 single time-point
by venipuncture or finger prick. As in the study ares
the number of malaria cases fluctuated during the last
& yoars, reflecting periods of high and low malaris trans-
mission [31], samples covered the temporal-variation in
the profile of malaria transmission; thus, the bleod sam-
ples were collected from Movember 2008 to June 2015,
and all bickopical specimens have been maintzined in the
biorepository of malaria research group at FIOCRUZ-
MIMAS (Belo Horizonts, M), Brazilisn 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
stained thick blood smears were prepared and examined
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by experienced local microscopists, according to the
malaria disgnosis puidelines of the Brazilian Ministry of
Health [32]. Parasite density was estimated as the num-
ber of parasites per microlitre of blood (parasites/pL},

and all microscopically positive cases were treated imme-
distely in local health services, fnllowing the national
malaria treatment recommended by the Brazil-

ian Ministry of Health [33].

Extraction of genomic DNA

The experimental approach to the molecular datection of
clinical and sabelinical malaria infections was included in
Fig. 1. Genomic DMNA (gDMNA) was extracted from sither
whaole bleod 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), raspectively, sccording to manufacturer’s instroc-
tions. As an internal control of the DNA extractions,
10% of the samples extracted were randomly submitted
to a PCH assay for the amplification of & human gene
{ABD blood group), according to the protocel previoushy
described [34]. All samples tested amplified the targst
gene. The extracted DNA was stored at — 20 °C until usa.

Panel of Plasmodium reference samples
The following parasites were used as refarence in molec-
ular assays: (i} P falciparum (307 strain) from in vitro

o e
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Fig. 1 M=thodoingical strafisgy for el evalisstion of PCR-Heeed
protoools. Regardiess the resuits abtined by kgt microsoopy,
biood-dertved DA sampdes from: dlinical (n =110 ard subdinizl
| =334} mraalaria suspects were submitted o species-speciic

PR based-protoonds tameting ribosarmal {185 /M gere) and
nor-ibosomal Aasmodium sequences. The TS FANA-Sased protombs
induded a Nested-PCR assay adapted from the arniginal protoodd
(18] with modifications (27), and a reai-time PCR 2y (8-gPCH) 2
previously deseribed (17 The non-nbasomal (MR} ampihcation
of B ey {PuedlT) and P oo (P364) imvoived 2 previously
desoibed single step comventional PCR assmy (M-0P0R {24), and
a regi-time PCR protocol (WE-gPCR) wihose pimers and oyding
conditions were described in Wethods”
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continuwous blood-stage cubtures maintained in the moo-
tine of the laboratory, according to protocel previoosky
described [35) (d) P wivax P falcparom and Plas-
modiswn malarizge from peripheral Blood of malaria
infected individuals whoss species-specific diagnosis
was confirmed by PCR protocols (Malaria Bioreposi-
tory, FIOCRUZ-Minas, MG, Brazil} (iii) Plasmodium
brusilignum/F. malariae (Peruvian 11 strain, MR4-345)
kindly provided by the Malaria Research and Reference
Reagent Resource Center, MR4 (Biodefense and Emerp-
ing Infections Resesrch Resources Repository, BEI
Resources, NIAID/NIH, ATCC, USA).

End-point Plasmodiem DNA titrations of single and mixed
Plasmodium wivax and Plasmodium falciparum Infections
DA samples from high-density B vivax {12,900 para-
sitesfpl.) and P falciparum (13,400 parasites/pl) infec-
tions were used to determine the end-point detection for
ribosomal and non-ribosemal PCR assays. For each plas-
modial DNA, three-fold dilotions were prepared range
from 2000 to 0.3 parasites/pl. Similardy, artificial mixed
malaria infections were prodoced by mized DNA sam-
ples from P vivax and P! falciparuen 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 Pvrd7/Pirisd targets (NR-gPCR)
Primers and MGB (minor groove binder) probes were
designed for Pyvrd7 and Pir364 targets using Primer-Blast
{MCBI} and OLIGO (version 4.0, 1999) softwares, con-
sidering conserved reglmlsmead\ipenﬁahmmms
The alignments were based on the

described [24], composad of 14 copies of Pved7 (B vivax
Sal-1 strain} and 41 copies of Pir364 (subfamilies 1 and
2 of P falciparion 3D7 strain). The set of oliponucies-
tides obtained for Pyrd47 was YTOCGCAGCTCACAAA
TETTCY (ferward), SACATGCGGATTCTAAGCC
AATTTAY (reverse), and YHEX-TCCGCGAGGGCT
GCAAY (probe), which binds respectively to positions
142-161, 245-222 and 189-204 of P wivax Sal-1 (Gen-
Bank accession number AAKMOL000578), resulting in
& 104 bp amplicon. For Pir364, the set used was FACT
CGCAATAAMCGCTGCATY (forwand), S TTCCCTGOC
CAAAAACGEY (reverse), and 5FAM-GGTGCCGGEG
GGTTTCTACGCY {probe), which binds respectively
to positions 313-331, 400-383 and 335-3%4 of P falc-
parum 307 (PAAD7 (4 12635 14152, in [24]), resulting
in an 88 bp amplicon. All NE-gPPCR reactions were per-
formed in 10 pl. volumss contsining 2 pl. of DNA (-3
to 6 pL of whole blood) and 5 pl of TegMan Universal
PCR Master Mix {Thermo Fisher Scientific). For Pvrd7
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amplification was used 50 nM of forward primar, 900 nM
of reverse primer, and 250 oM of probe for Pir3sd,
900 nM of forward primer, 300 nM of reverse primer, and
150 nM of probe were nsed. The PCR assays were per-
formed wsing the automatic thermocycler VA7 Real-
Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) and the
following cycling paramster: a pre-incobation and initial
denatoration, respectively, at 50 °C for 2 min and 95 °C
for 10 min, followed by 40 cycles of denaturation st 95°C
for 15 5, primers annealing at 52 °C for 1 min, and extsn-
sion at 60 "C for 1 min. The fluorescence acquisition was
performed at the end of each extension step. Analytical
sensitivity and specificity of Pvrd7 and Pir3sd NR-qPCR
assays were included a5 an Additional file 1. Specificity
was investigated using template DNA from either makaria
unexposed individuals (n=30) or other Plasmodiuer
species (Additional fle 2). For the limit of detection,
standard curves were prepared from serial dilution of
plasmid DMA carrying the Pvrd7 or Pfrasd tanget (Addi-
tional file 3). The cycle threshold {Cf) values of 37 and
38 (C;= 37 or T 38) were used to define positivity to P
vivar and P falciparum, respectively.

Ampitfication of Pyrd7 /Fir364 targets by conventional PCR
assay (NR-cPCR)

The amplification of the tarpets Pvrd7 (P wivax) and
Phr3&d (P falciparum) were conducted by using prim-
ers previously described [24]. Details aboot primers and
cycling conditions were included in Additional file 4.

185 rRNA gene amplifcation by nested-PCR
{Mested-PCR) and real-time PCR assay (R-qPCR)
Mested-PCR assay for amplification of 185 fRNA gene
was performed as described [22], nsing genus and spe-
cies-specific primers previously described [16]. The
real-time PCR (R-qPCE) method uses & single pair of
genus-specific primers for the detection of the 185 FRNA
gene, with two internal species-specific hydrolysis probes
for £ falciparum and P vivaz [17]. Primers and cycling
conditions for 185-RNA gene amplification (Mested-PCR
and B-qPCH} were included as Additional file 4.

Statistical anatysts
Differences in proportions were evaloated using the Chi
square (') test or Fisher's axact test, as appropriate. The
Probit Regression analysis was used to define the limit of
datection (LODY) of NR-qPCR assay, with different input
concentrations of plasmid DMA used to calculste 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 B package pplots. The assess-
ment of sensitivity and specificity of PCR assays was
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determined zs 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 Inftat, version 3.0 (GraphPad Software, San
Diepo, CA, USA) The sipnificance at the 5% level was
considerad to all analysis.

Results

Limit of detection of Pvr47 and Pfr362 NR-gPCR

To determine the LOD of NR-qPCR protocols, standard
curves were constructed for sach DNA plasmid carry-
ing the tarpet gene (Pyrd7 or Pir364) through serial dilu-
tion ranging from 20,000 to 005 copies/pl (Additional
file 3. By using probit regression analysis was possible
to demonstrate that NR-gPCR developed here presented
a 95% probability of detecting levels as low as 066 cop-
ies/pl. for P vivax (Additional file SA) and 3.27 copies/
ul for P falciparm (Additional file 5B). Mo amplification
was observed by using template DNA from either makaria
unexposad  individuals or other Plasnodinn species
(data not shown, Additional file 7).

Ribosomal and non-ribosomal detection

of moncinfections caused by elther P wivax or P. falciparum
The ability of different targets (185 rRNA vs. Pvrdd/
Pir364) to detect P vivax and P falciparum monoinfec-
tions at low parasite densities was investigated through
sorigl dilotions of feld samples containing known
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amounts of either P vivax or B falciparum pDMA. In
case of P vivax monoinfection, no significant diference
was ohserved 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 parsita/
pl} Varishility batween PCHs assays using the mame tar-
get resulted in a difference in positivity between comven-
tional and real-time PCR assays tarpeting Pyrd7 (67% vs.
6% for NE-cPCR and NR-gFCR, respectivaly). Consid-
ering I falciparam titration (Teble 2). regardless the PCR
agsay, the amplification of Pir364 sequence was more
precise than 185 rRNA gene (80% vs. 59%, p=0.0359,
Fishers exact test). While the amplification of Pirasd
by ME-qPCR was reproducible until 3 parasites/yl, the
amplification of 185 rENA was inconsistent, alternating
between positive and negative results at similar levels of
parasite density (both nested-PCR and R-gPCR)L

Ribosomal and non-ribosomal detection of artificial mixed
P, wivax and P. faldparum 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 vivgx DMA {1433 para-
sites/pl) and varying the amount of P falciparum (1489
to .7 parasites/pl), it was possible to demonstrate that
the protocols based on non-ribosomal targets were much
meore precise to identify both parasite spacies, 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 (785 rRNA) and non-ribosomal [(Pyrd7)

spedes-spedfic sequences
B whemmr fection {12,500 pLf®
Parastte density {pl | 185 rRMA Purd?

Hested-PCR R-qPCR NR-<PCR NE-qPCR
000 VI (10098 23 {1009 3 (1004 13 (1008
£70 VE (1009 LA[100 A3 (1009 173 (10088}
13 VI (10098 3 {1009 3 (1004 13 (1008
™ VE (1009 LA[100 (1009 173 {10088}
5 VI (10098 3 {1009 73 (1004 13 (1008
8 VE (1009 LA[100 A3 (1009 173 (10088}
3 VI (10098 3 {1009 /3 (08 13 (1008
1 VE A {67 bl 173 {1009}
e} 0 o) 273 {ET%) 3 [0he) 23 Ty
PCR positivity JUET EIAE T {CIUF 18427 (T 6777 (BEHE
Targes positivity 47754 EEF 4454 @1

Fwiver ilond-clarvad DA ompiats was saral dilstad (2000 i/ 0.3 parss Bosil ) and sutssitted o aach PCR peotoool i triphcitn. Tha sesults wais sogresed 2 tha
number of posithe =mplks in retation o th okl of replcates [parcantaga of poudtival. PCR assays wers definad 25 describad In legand of Fig. 1
Difforant iattors (3] et dffemnc o hotwean proportions i« LS, FAshar’s Exact Testh

Moy cffaranca was obsanaed babwson prypartions of trgats posthy {2
* Datormined by Light Micosoopy
¥ Pasasia density (el of Biood) was estimated accomding bo tha fokd-diution
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Table 2 Titration of P. foldparem single infection by PCR assays targeting ribosomal (185 rANA) and non-ribosomal

(Mr364) spedes-spedfic sequences
P. fniciparim monainfection (13,400 parasstesipl |
Parasibe density jpd 1 185 rRMA PRra6d4

Hested-PCR R-qP(R NR-cPCR NR-gPCR
000 473 (1 D0%g 53 (1009 A3 (1005 113 (1008
BT A3 (T00% E100%;) a3 (1005 113 (10088
m 061005 (1009 A3 (1005 13 {1008
L A3 (TD0% 373 {100%) a3 (1005 113 (10088
5 PLER % 1 {EH) A3 (1005 13 {1008
B 13 33%) 13 {33%) a3 (005 113 (10088
3 13 3% 13{13%) 73 (BT 13 {10088
1 03 e 073409 /3 (335 03 Ry
02 U3 03 0% L e ] 143 339
PCH positivity 1637 (S50 16727 (59T AT (TR 2377 @I
Targest postivity 324 RO AT RIGE

P Eicimaneen bikood-carived DA ernpiats wee sarial difuteed (2000 8003 paisisatpl | and submifod 30 asch PCR peotnonl i iipllciin. Th sesulls wors sxpeessd 25
s b of poetve samples In eslation o tho totsl of soplicrins {porcaniane of posive)

Diffarant iattars (3, 7, &) Indicets dffarences batwoen proportions (o < (L05, Fkhar's Bect Test), PCR asays ward defined = descibad in legend of Fg. 1

* Datarminod by gt micrsmpy
‘mmuwmmmmmnm

Table 3 Titration of P. falciparum In artificlal mixed Infections by PCR assays targeting ribosomal | 185 rRMNA} and non-

rik-esomal {Pyra7/Piri64) spedes-spedfic sequences

Parasite density per 185 iRNA Pord7/Pfr354 (MR targets)
il of Blood)
Nested PLR R-gPCR HR-PCR HE-gPCR

Py T 2 B A 28 # 82 68 A3 82 B3

1413 1883 P PP Pt P PetP PutBF Py PedPF MetBf Put PP PeiPi Pyt B Put P Pt
a6 PuiPr PutP BopPr Py Be Be  PuiBP PutPF By tB BuBF Pup P D 0F
165  PudPF PetP PetPE Py Be Pe PP Put PP PeiPi et BF PutPF PrgPF
A Pet P BopPr Py Be Be  PeiP PutPF By tB BuiBE Pup P DD
B PutP e PeiP Py Be Pe Py Pu+PF BeiB Mgl PuFF Bt BF
& Pw P P R Be Be PuiPf PutPF ByotB Byt BF Pyt P DupDF
I P P P M Pe P My v B Py PuFF PusBF
o7 P P P B Be Be PuiPf Pe Be  BuiPf PutPF By

PCR positivity 12724 (545" b T4/ (TR 13 [GIRF

Targe positivity 158 1Y 41748 (B

Artificial mixtures containing P viay P and P faicopanen (7 0 et peoportions. wens: proparsd from woll-charsclerbmd fieid! mepios, = describod n Methods.
T pesults o cpecased 35 posfihe o P v and P iokdperem [Pr+ FTL P viear (P} o P imicisarum (PR For oach PCR gy, dilution poinks wees 35:wad In iriplicaks

(LRt ]

Dfarant ters ja-co ), hlﬂ'ﬂm!gmt difGrances Debwean proportions (p - 005, Fshars Bt Test)

Taken together, non-ribosomal protocols identified 85%
{41 out of 48) artificial mixed infections, while ribosomal
protocods identified only 31% (15 oot of 48). By compar-
ing the variation intra-target, the amplification of 155
rRNA gens by E-gPCR demonstrated a trend to amplify
P vivax in detriment of P falciparum, even when P falci-
parum DMA was present at relatively high concentrations

{Tahle 3}. By fixing the concentration of I falciparim
{1489 parasites/ul} and varying P vivax densities (1433
to 0.7 parasites/pL), a good performance of both targets
was obsarved until & parasites/pl. (Table 4}, Although
there was no significant difference between the amplifi-
cation of ribesomal and non-ribosomal tarpgets (69% vs,
83%), the NRE-gPCE protocol developed here seems to
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present a better performance as compared to 185 rRAA
amplification, detecting almost all replicates in all 2
vivewT falcparen dilution points. In fact, NR-qPCR
was the only PCR assay able to consistently detect mixed
infaction when one of the species was present in a ratio
of about 700-fold lower than the other species (1489 vs.
2 parnsites/pL. to all replicates) (Table 4).

Fleld evaluation of ribosomal and non-ribosomeal PCR
targets in cinical and subclinical malaria infections
Initially, the potential use of both ribosomal and non-
rihosomal PCR targets for application in malaria field
studies imvolved samples from 110 symptomatic indi-
vidoals 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-gP'CR) identified a similar proportion of malaria infec-
tions (35%, n=30) (Fig. 2 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 (ME-cPCE
and/or NE-qPCR). In addition, the use of different PCR
targets {ribosomal and non-ribosomal} did not increase
malaria positivity (Fig. Za, the right-side bar chart, in
lilac; p=1.0 for ribosomal vs. both PCR-targets and
p="08% for non-ribosomal vs. both targets]. To confirm
that an association of dbosomal and non-ribosomal tar-
gets did not increase sensitivity to detect submicroscopic
malaria infections, the values of sensitivity and specificity
were determined for molacular FCR-assays. In accord-
ance, the performance of each PCR assay was similar
with almost no detection of false positives or negatives
(Table 5). Flasmodium species-specific identification
(Fig. 7] showed the same pattern of positivity, with no
significant difference obtained betwesn methods (LM vs.
PCR based-protocols) or target amplified {ribosomal vs.
non-rikosomal). In this symptomatic malaria patients,
P vivax and P falciparsm were found in similar propor-
tions. Despite of that, a couple of mized-infections (5 out
of &) identified by LM (Fig. 2b, first panel] could not be
confirmed by any PCR-based assay.

viduals from cross-sectional surveys identified a positivity
of 7% {21 out of 324) by LM (Fig. 3A). In this population,
modecular disgnosis of malaria increased three o foor
times the detection of subdnical malaria carries. How-
evver, the amplification of either 185 rRANA pene (nested-
PCR/R-gPCH) or non-ribosomal targets  (NE-cPCR!
NR-qPCR) detected a similar proportion of subclinical
infections, being 22% (n=7Z) and 27% {n=F83), respec-
tively. As the predicted sensitivity of individual PCR assays
varied significantly in this group of low-parasite densities,
especizlly with high Glse negative mte for nested-PCR
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Rg. 2 Malans prevalence among dinical matana suspects {ne= 110
a5 debected by light microscopy (LM} or PCR-based protocols
tamgeting ribosamal {145 i} and non-ribosomal (R sequences of
B v foiciporuem. The resuits wens sxpressed 2 (o) frequency of
positives sccording ta the amplified parsste taeget region £ 185 nBNA
andfor R targets) or PR assay (Mested-PCR ws. B-gPCRor NRcPCR
wa NR-gPCH); pzs 005 for all comparisons realzed (Chi spare test); &)
Heat mag mpresentation of speciss-specific positivity as detected by
each PR assay: blue—negative; sed—2 vivmg yelow—P koo,
and orange—mixed R vivow'R Eiciparum infection. Eaxch colurmn
FEpresEnts an assay and subjects wese rpresented in rows

Ay

assay (Table 5}, a sipnificant amount of sabmicroscopic
infections was identified only by the real-time PCR assays,
e, R-qPCRhI!BE:I'Hm mdNR-qI'CthPw!.?."th

ribosomal targets (Fig. 3A, the right-side bar chart, in [ac;
p=0.09 ribosomal vs. both PCR-targats, and p=086 for
non-ribosomal vs. both targets). Overall, while PCR proto-
vols identified 92 (28%) subelinical infections, only 21 (7%)
were identified by LM (p<0.0001, Fig. 3], indicating that
71 out of 92 (77%) infections wers missad by the routine
LM, Species-specific identification demonstrated 2 high
proportion of P vivax as compared with B falciparum and
mixed infections (Fig. 3B), and confirmed differences in
the sensitivity between protocols. Although real-time PCR

assays (R-gPCR and NE-gPCE) presented a better per-
fu':mme than conventional PCR assays (MRc-PCR and
Mested-PCR), the results confirmed the gains achisved
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Table 5 Assessment of sensitivity and spedficity for molecular PCR-assays in clinlcal {n =110} and subdinical (n=324)

malaria suspects
Study popudstion/  Troe positive  False positive”  Truenegative  False negative  Sensiivity (095%)  Specificity §01 95%)
miolecular protoosl
Chrical makna suspects
Nested-PCR % o ] 1 5% (075097 TO0% (035-1.00
RqPR 37 1 M 1 G50 (0E3-0.99 O {33-1.00
NR-FTR £ o T 6 A5% (00094 TO0% ([035-10
NRgPR 3% 1 M 3 9 (079058 O {D33-1.00
Subclmical mafria sepects
Nested-P(R 16 1 31 TS T80 (010037 TO0% (198-10
RqRCR (7] 1 FEF] A T8 (D4-083 9% 097-10
NR-FCR 2 ] 31 ] A (035058 TO0% (198-104
MHR-gPR 2 W FEF] k| S0% (DLA-0.99 3% [0 E9-196)
SensHiy and spachic ribad (73} Tha stancand firus posthva) for ssch profooot was caiossisd by combining tha

datoctions by any PCR, sxduding tha protoco! under avaluasion

4 Faiso positive in 2 soren ot no othar molkerdar protoon] detotan thess Infiactinns

by using MR-gPCR to detect snbclinical 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) identifiad only by the NE-gPCE
{Fig. 4). In terms of amplified target region, 96% (n="70)
of submicroscopic infections were detectsd by non-riboso-
mal sequences, while 78% (n=57) were datected by ribo-
somal target (p=0.N124, Fishar'’s exact test).

Discussion
Although major advances have besn reached for the
molecular detection of malaria parasites [25. 26, 36, 37,
maost sensitive PCR-based asssys require high-volume of
venous blood and complex sample processing [8, 23, 38,
39], being not feasible in the context of malaria roatine
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 wivax infection. For that, a non-
ribosomal (MR} qPCR targeting the multi-copy Pved7!
Pfr364 sequences was developed and this new proto-
col was compared with the original non-ribosomal gel-
stained FCR-based protocol [24] as well as with bwo
species-spacific PCR assays based on the 185 rRNA gene
The end-point titrabion assays of field samples revealed
that the NR-qPCR protocol was sble to accurately detect
both B vivax and P falciparum infections—in single
and artificial mixed infections—producing reproducible
results at the lowest parasite densities (1-3 parasites/pl).

Although there was considersble variation between PCR
protocols assayed, the non-ribosomal protocols (MR-
cPCR and NR-gPCR) were more accurate than ribosomal
{nested-PCR and R-gPCR) to detect mixed-species infec-
tions. Of interest, only NR-gPCR assay developed here
were able to detect P fald when this spacies was
present in a proportion of 240-fold lower than P vivax.
As the sensitivity of any PCR protocel depends largely
on the molecular target used [40], the high copy num-
ber of Plr384 {arcund 30 copies of "subfamily 1" targetad
by specific primers) probably facilitated the detection of
low levels of P i in co-infections as compared
to 155 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 relisbility of these targets in
mixed-malaria infections, which precludes any poten-
tial comparison with results described here. In addition,
maost of the studies have been carred-out in endemic
areas, such as Papua Mew Guines, that currently does
not represent an unstable and low-transmission endemic
area [13]. More work needs to be done in this held of
investipation. An apparent inability of 185 rRNA qPCRE
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 besn a determinant factor in causing failure of
R-gPCR to identify mived 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 ralevant.
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Ry 3 Malaria prevalence among subcinical malaria suspects
{nmm 334] 25 debecind by Light Microscopy (LM} or PCR-based
profocols tzegeting ribosomal (135 Al and non-ibosomal {NFy
sequences of A wivarard £ foibpanr The et were expresed
a5 | A} frequency of positives aocomding to the amplified parasite
tamget regian {1 85ANA 2rdfor KA targets] or PR assay {rested-PCR
ws B-gPCH ar NR-<PCH v=. NAqPCRY: Défferent letters (3, b indicate
differences betveeen proportions (p <05, Feher's exact approach for
post Froc analysis of 2 Chi squased test’; (B) Heat map representation
af speoes-spedfic positiity a5 detected by each PCR protocok:
blus—regatiee; red—® vivax, yellow—# foioparr; and orange—
mired P wive'P faiciparum infection. Each colurm represents an
amay and sshjerts were pepnessnted in rows
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ane showwn 2s nurmber of positive ({8
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In clinical malaria suspects, the overall prevalence for
P vivax and P falciparum detected by amplification of
non-ribosomal Pyrd7/Pir364 targets was not significantly
different than that of either conventional microscopy or
185 rRNA gene amplification. The predicted sensitivity
and spedificity of each PCH protocod assayed here were
also similar, and it was independent of the parasite tar-
get. Although the dinical sample size limited the statisti-
cal power to detect small differences between protocols,
these resulis were not completely unexpected as symp-
tomatic patients usually present high parasite densities
in the peripheral blood; consequently, it may facilitate
the confirmation of malara infection by less sensitive
protocods such as microscopy and rapid diagnostic tests
{RDTs) [41]. These findings reinforce that submicro-
soopic malaria infections are not prevalent among symp-
tomatic patients, and LM and RDTs are adequate tools
for case management [10, 42]. MNevertheless, the lim-
ited sensitivity of microscopy in correct identification
of mixed-species malaria should be considered in aress
where more than one Plasmedinm species is circulating
{43, 44, a result that was confirmed here.

While low frequencies of submicroscopic mfections
were observed in the group of clinical malaria cases
{3-5%)}, screening for malaria in cross-sachonal 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
capsed by P wivax, the commonest malaria parasite in
the Amazon basin, and frequently associated with fow-
density infections [27, 28, 45-47]. These Andings are in
scoordance with recent reports showing high propor-
tions of submicroscopic P vivex infections across differ-
ent endemic settings, particularly areas with relatively
low transmission intensity [10-12, 26]. Although the rea-
son fr this high rate of asymptomatic £ vivex infections
is unknown, it is associated with the unique
bicdogy of P winax that includes a fast acquisition of clini-
cal immanity as compared with P falciparum [47]. 1t is
particularly relevant becanse in different epidemiclogi-
cal settings there are pamspectives on treating asympto-
matic infections for malaria elimination [48]. In the study
area, the results demonstrated that, in general, multiple
molecular targets {ie. ribosomal plus non-ribosomal)
did not increase sensitivity to detect subclinical makaria
infections, Despite of that, the NR-qPCR developed here
was the most sensitive protoco! to detect submicroscopic
asymptomatic makaria infections, which resulted in a
significantly higher prevalence of submicroscopic infac-
tions (70 out of 73, 96%) when compared to that detected
by ribosomal PCR assays (57 out of 73, 7E%). While
meore sensitive amplification of 185 rENA gene has been
described [39, 49], the likelihood of amplify 185 rRNA
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gene was dependent on (i) large blood volums (2 mL); {ii)
careful removal of plasma and buffy coat as prerequisite
to avoid interference during PCR processing: (jii) concen-
tration of purified DNA dehydrated in a centrifugal vac-
wum concentrator; additionally, these “high-volume® 185
rRNA PCH strategy did not allow the detection by species
tonly Mlasmodizn spp.) [39].

The apparent shility of Pvrd7/Pir3sd NRE-qPCR to
increase sensitivity to investigate the true prevalence of
malaria infection is relevant as an onexpectediy 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 untrested in the Brazilian Amazon region
and therefore might remain infective over long periods
of ime [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 NMR-gPCRE developed here may con-
stitute powerful additive tools to identify endemic sites
wheare relevant control measures have to be settled and
monitored [52], the costs of PCR-based assays limited
such type of study. In general, nucieic acid amplification
tasts (MAATS] require expensive equipment available,
well-equipped laboratories, qualified personnel, and large
quantities of dispossble supplies that need to be frozen
or refrigerated, which is sometimes difficult in the coun-
try [41, 53]. Carrently, WHO recommends that the use of
MAATs be considered only for epidemiclogical 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 gPCE) are required to reach
malaria elimination goals, but remain a challenge [48].

Assuming that the NE-gPCR developed here seems
to be the most sensitive method—as it was positive in
& number of samples not detected by other PCR prote-
cols—the results suppested that NR-gPCR has a lower
detection threshold. Despite of that, it is important to
clarify the technical limitations that apply for the dafi-
nition of “reference standard” for PCR-detection of
submicroscopic malaria infactions. In general, the esti-
mative of test accuracy are based on the assumptions
that the reference standard is 100% sensitive znd that
specific disagreements between the reference stand-
ard and the diapnostic test being evaluated {index
test) result from incorrect classifcation by the index
test [55]. However, this statement cannot be applied
for the detection of low-density malaria infections
because there is no “pold-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 zbout a PCR assay able to detect all malaria
infections [25]. Due to thess inherent limitations, the
“reference stzndard”® for each molecular disgnostic
method was defined as a combination of positive detac-
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 thess infoc-
tions. In this scenario, the findings unlikely represent a
tendency to false positive by NE-gPCR as it was estab-
lished by (i) end-point titration of well-chamcterized
fiedd samples, incloding mono and artificial mixed-
infections; (i} reproducibility of replicates at low levels
of parasitaemia; (iii] no amplification with gDMA zam-
ples from malaria-free voluntesrs; (iv) no cross-reac-
tivity with other Plasmodinm species. Farthermaore,
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 malariz-exposed individoals,
with explicit exclusion criteria defined in methods; (i)
in the estimative of sensitivity and/or specificity, the
diagnostic test being evaluated was clearly interpreted
before the reference standard was known; {iii} 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, valushle
malaria information can be ratrieved from the current
study.

Finally, relatively low [requencies of mized-malaria
infections were detectad here, which precloded a more
detailed evaluation of the potential of Pvrd7/Pir3ed to
detect mixed-malaria infections in the fisld. In the Ama-
zon ares, bosides P vivax being the predominant malaria
pamasite [17, 29], the progress achieved in malaria con-
trol has decreased the number of P falciparom cases in
recent vears |57]. Notwithstanding this study limitation,
it is highly relevant the results from the end-point titra-
tion experiments showing the ability of Pved7/Pir3ed to
consistently detect P vivax/? falciparum co-infection, as
the accurate detection of malaria mized-infections seems
to be critical for control and management of malaria
{43, 44]. In fact, disease burden due tv mived species
infections remains largely unknown, and this limitation
have the potential to influence decisions on testing vac-
cines and new antimalarial drogs [58]. As malaria has
been re-emerging in areas where it was previously con-
trodled, dealing with mixed malaria infartion 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 [59]. Due
to the risk of  falciparum reemergence from Amazonian
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neighboring countries with high transmission rates, a
cross-border makaria study to evaluate the relevance of
NR-qPCR in mined-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 Pir3sd and
Pvr47 multi-copy targets by the NE-gPCH seems to be
a valuable tnol in detection of subclinical and mized P
vivge " falcparum infections, even though one of the
species was present in @ ratio of hundred-times lower
than the other species.
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Técnicas mais frequentemente utilizadas no diagnéstico da malaria humana

Técnicas utilizadas no diagnéstico de malaria

Microscopia Testes Rapidos Ensaio Molecular
Optica (imunocromatograficos) (PCR)
= Alta sensibilidade e
= Baixo custo especificidade
= Permite estimar (<5 p/ul)

a densidade = Baixo custo = Permite a deteccao
parasitaria » Facil manuseio e de coinfecgdes
Vantagens . . .
= Permite o transporte = Permite analise
monitoramento = Resultados rapidos quantitativa de
da resposta ao DNA/RNA na
tratamento amostra (carga
parasitaria)
= Dificil leitura de = A maioria distingue
laminas (requer apenas infeccao por
microscopistas P. falciparum
experientes) = Nao contempla
= Baixa coinfeccdes
Desvantagens | sensibilidade = Baixa sensibilidade = Custo elevado

(20-100 p/ul)

= Casos
frequentes de
erros em
infecgdes mistas

(>100 p/pl)

= Nao determina a
parasitemia

= Ha possibilidade de falso-
positivos e falso-negativos
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Anexo ll
Documento de aprovacgédo do Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos do
Instituto René Rachou, FIOCRUZ-Minas (protocolo N° 358.698/2013).

CENTRO DE PESQUISAS
RENE RACHOU/FUNDAGAO Wﬂt“
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagéo de novos alvos moleculares para o diagnostico de malaria por P. falciparum
e P. vivax pela PCR em Tempo Real

Pesquisador: Luzia Helena Carvalho

Area Tematica: Area 3. Farmacos, medicamentos, vacinas e testes diagnoasticos novos (fases |, Il e 1) ou
néo registrados no pais (ainda que fase IV), ou quando a pesquisa for referente a seu uso
com modalidades, indicacbes, doses ou vias de administracdo diferentes daquelas
estabelecidas, incluindo seu emprego em combinagdes.

Versdo: 1

CAAE: 19823113.1.0000.5091

Instituicao Proponente: Centro de Pesquisas René Rachou/Fundagéo Oswaldo Cruz/ CPgRR/
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 358.698
Data da Relatoria: 05/08/2013

Apresentacdo do Projeto:

O presente projeto visa a utilizagéo de técnicas de biologia molecular para detectar infecgbes com baixa
parasitemias por P. vivax e P. falciparum, com diagnostico diferencial.

Objetivo da Pesquisa:

Existe grande dificuldade para a detegcao de malaria em pacientes com baixas cargas parasitarias que
muitas vezes sio assintomaticos. O PCR em tempo real sera feito com o uso de novos alvos moleculares

para o diagnostico da malaria por P. falciparum e P. vivax.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os pacientes serédo submetidos a puncéo digital para coleta de sangue e coleta de sangue com vacutainer
que ndo causam grandes incomodos a estes. O desenvolvimento de novos métodos de diagnéstico para
deteccéo de infeccdes com baixas parasitemias sera de grande importancia clinica e epidemiologica.

Beneficios:

Enderego: Avenida Augusto de Lima, 1715

Bairro: Barro Preto CEP: 30.190-002
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3349-7825 Fax: (31)3349-7825 E-mail: cepsh-cpqrr@cpqrr.fiocruz.br
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CENTRO DE PESQUISAS
RENE RACHOU/FUNDACAO W“\“
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/

Continuagio do Parecer: 358.698

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

E um trabalho de investigagdo de grande importancia em saGde plblica e podera resultar em novos
métodos de dignostico Gteis na elucidacéo de casos de malaria em pacientes com baixas parasitemias ou
mesmo assintomaticos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O TCLE explicita claramente os procedimentos da pesquisa e nfo necessita de corregdes.
Recomendacgdes:

O projeto esta bem apresentado e ndo necessita de recomendagodes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Nio existem pendéncias ou modificagbes.

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagéo da CONEP:

Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Colocado em discusséo o parecer do relator, o Comité de Etica Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ Minas, decidiu pela Aprovacédo deste projeto.

BELO HORIZONTE, 13 de Agosto de 2013

Agsinador por:

Naftale Katz
(Coordenador)
Enderego: Avenida Augusto de Lima, 1715
Bairro: Barro Preto CEP: 30.190-002
UF: MG Municipio: BELD HORIZONTE
Telefone: (31)3349-7825 Fax: (31)3349-7825 E-mail: cepsh-cpgr@cparr fiocruz.br
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Documento de prorrogacdo da pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa com
seres humanos do Instituto René Rachou, FIOCRUZ-Minas (parecer N° 1.821.955).

CENTRO DE PESQUISAS
RENE RACHOU/FUNDAGAO {@Mﬂfm ma
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Avaliagio de novos alvos moleculares para o diagnostico de malaria por P, falciparum
e P. vivax pela PCR em Tempo Real

Pesquisador; Luzia Helena Carvalho

Area Tematica: Area 3. Farmacos, medicamentos, vacinas e testes diagndsticos novos (fases |, Il e [il) ou
ndo registrados no pais (ainda que fase IV), ou quando a pesquisa for referente a seu uso
com modalidades, indicacfes, doses ou vias de administracdo diferentes daguelas
estabelecidas, incluindo seu emprego em combinacdes.

Versido: 2

CAAE: 19823113.1.0000.5091

Instituicdo Proponente: Centro de Pesguisas René RachowFundagio Oswaldo Cruz/ CPaRR/
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.621.955

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de estudo observacional e transversal dedicado ao desenvolvimento de novo protocolo de PCR em
Tempo Real para o diagndstico diferencial de malaria por P. vivax e P. falciparum, por meio do desenho de
iniciadores especificos, baseados em novos alvos moleculares dos plasmodios (Pvrd7 e Pfra64).

A pesguisadora responsavel solicita emenda devido ao fato reagdes cruzadas durante a realizacdo de
diagnodstico molecular em parte da amostra de estudo, fazendo-se necessario ajuste da metodologia do
protocolo de PCR em questdo.

Objetivo da Pesquisa:

Padronizar um novo protocolo de PCR em Tempo Real para o diagndstico diferencial de malaria por P. vivax
e P. falciparum, baseando-se em novos alvos moleculares.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O presente projeto oferece riscos minimos ao paciente, ja que as Unicas técnicas utilizadas serfo a puncio
digital (lancetas descaridveis) ou a coleta de sangue venoso (tubos a vacuo fipo vacutainer), realizadas por
pessoal treinado.

Enderego:  Awvenida Auwgusio de Lima, 1715

Bairro: Bamo Preto CEP:  30.180-002
UF: ME Munmicipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3340-7825 Fax: (31)3348-7T825 E-mail: cepsh-cpgm@cpar fiocruzbr
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CENTRO DE PESQUISAS
RENE RACHOU/FUNDACAOD & Wm
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/

Continuag3o do Paecer 1.821.055

Os beneficios resultantes deste projeto incluem: {1) validar a PCR como metodo auxiliar para esclarecer os
casos de infecc3o duvidosa {sintomas presenies e exame microscopico negativo) e para o controle de cura;
(2) auxiliar no diagnostico de malaria dos centros de referéncia da doenca, particularments, na regido extra-
amazdnica, onde a mortalidade por malaria tem sido grande devido 3 falta de diagndstico especifico; (3)
identificagde de individuos portadores assintomaticos da dosnga (estudos epidemiolégicos), que sdo de
grande imporiancia para o controle da doenca, ja que constituem fonte de infeccdo para o mosquito vetor),
(4) comparar diferentes métodos de PCR (nested, convencional e eal-time),

buscando identificar um protocolo mais adequado para casos de baixa parasitemia e nfeccdo mista.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Sem comentarios adicionais.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
Sem considerages adicionais.

Recomendacgoes:
Sem recomendagdes adicionais.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
A proposta inicial do projeto de pesquisa serd modificada somente no cronograma de realizag 3o do projeto.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Apos andlise da emenda, constamos que o plano do projeto ndo serd modificado. Diante do exposto, ©
Comité de Etica do CPQRR/FIOCRUZ Minas, de acordo com as atribuicdes a ele concedidas pela
Legislacdo vigente, manifesta-se pela aprovacio da emenda da pesquisa proposta. Firma-se diante deste
documento a necessidade de apresentacio do relatdnio final, bem como a notificacdo de eventos adversos,
de emendas ou modificacdes no protocolo para apreciacio do CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situac3o
Informagdes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS_695389| 03/10/2016 Aceito
do Projeto E1.pdf 12:02:21

Enderego: Awenida Augusio de Lima, 1715

Bairro: Bamo Preto CEP: 30.190-002
UF: M Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (3133407825 Fac  (31)3248-7625 E-mail: cepsh-cpgmi@opgr.ficenebr

Fagrs 0202 03




106

CENTRO DE PESQUISAS

- = Platafor
RENE RACHOU/FUNDAGAO Q@.M o
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/
Continuagao de Parecer: 1.321.055

Qutros RelatorioParcial2016. pdf 03M0/2016 |Luzia Helena Aceito
12:01:31 | Carvalho

Outros CartaEmendaSet2016 pdf 03M10/2016 |Luzia Helena Aceito
11:57:47 | Camvalho

TCLE / Termos de |TCLE_ProjetoPCR_Jul2016.pdf 03M0/2016 |Luzia Helena Aceito

Assentimento / 11:50:31  [Carvalho

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |PROTOCOLO_PESQUISA_PCR_Set 2| 03M0/2016 [Luzia Helena Aceito

Brochura 016 pdf 11:40:24 | Carvalho

Investigador

Folha de Rosto Folha de Rosto de Projeto_pdf 13/08/2013 Aceito
13:44.51

Qutros Declaracao da UFMTmalara[1].pdf 26/07/2013 Aceito
14:09:17

Folha de Rosto folha de rosto_pdf 18/0712013 Aceito
07:38:10

Qutros Declaracao Malaria_UFMT1 .doc 1710712013 Aceito
16:08:10

Outros declarac3o_ZoonosisUberlandia jpg 171072013 Aceito
16:07:52

Situacédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:
N3o

BELO HORIZONTE, 16 de Novembro de 2016

Assinado por:
MARCELO PASCOAL
(Coordenador)

Enderego:  Avenida Augustio de Lima, 1715
Bairro: Bamo Preto

UF: MG
Telefone:

CEP: 3p.100-002
BELO HORIZONTE
Fax: (31)3340-7825

Municipio:

(31)3240-7825 E-mail:

cepsh-cpgmi@epgr fiocruzbr
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Anexo IV
Protocolo da NR-gPCR

Protocolo da NR-qPCR

Alvos Pvrd7 Pfr364
Condigées da reagdo de PCR

Volume final 10 uL 10 uL
DNA template 2 uL 2 uL
Iniciadores (forward / reverse) 50 nM /900 nM 900 nM / 300 nM
Sonda 250 nM 150 nM

Tagman Universal PCR Master

Mix 2X (Applied Biosystems) SuL Sul
Condigées de ciclagem da PCR
Passo inicial 50°C — 2 min

95°C — 10 min
Desnaturacao, anelamento 95 f: - 15 Se9
e extensdo 52°C — 1 min

60°C — 1 min
Numero de ciclos 40

ViiA 7 Real-Time PCR System

Plataforma

(Applied Biosystems)
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Resultados discordantes entre os protocolos de diagnéstico molecular nas amostras
de individuos com malaria subclinica (n=79)

18S rRNA Pvr47/Pfr364 Positividade e
Amostra  \ o cted-PCR qPCR NR-cPCR NR-qPCR °°“°°:“j'f(';:ﬁ;?pe°'e’
RP0259 P. vivax P. vivax P. vivax Pv+Pf 4/4 (100%)*
n=1
RP0001 Neg P. falciparum P. falciparum  P. falciparum 3/4 (75%)
RP0019 Neg P. falciparum P. falciparum  P. falciparum 3/4 (75%)
RP0026 Neg Pv+Pf P. falciparum Pv+Pf 3/4 (75%)*
RP0281 Neg P. falciparum Pv+Pf P. falciparum 3/4 (75%)*
RP245C Neg P. falciparum P. falciparum  P. falciparum 3/4 (75%)
RP273C Neg P. falciparum P. falciparum  P. falciparum 3/4 (75%)
RP600C Neg P. falciparum P. falciparum  P. falciparum 3/4 (75%)
RP602C Neg P. falciparum Pv+Pf Pv+Pf 3/4 (75%)*
RP0007 Neg Pv+Pf Pv+Pf Pv+Pf 3/4 (75%)
RP0008 Neg P. vivax P. vivax P. vivax 3/4 (75%)
RP0059 Neg P. vivax P. vivax Pv+Pf 3/4 (75%)*
RP0108 Neg Pv+Pf P. vivax Pv+Pf 3/4 (75%)*
RP0110 Neg P. vivax P. vivax P. vivax 3/4 (75%)
RP0120 Neg P. vivax P. vivax P. vivax 3/4 (75%)
RP0258 Neg P. vivax P. vivax P. vivax 3/4 (75%)
RP0279 Neg P. vivax P. vivax Pv+Pf 3/4 (75%)*
RP0324 P. vivax P. vivax Neg P. vivax 3/4 (75%)
RP0570 Neg P. vivax P. vivax P. vivax 3/4 (75%)
RP239B Neg P. vivax P. vivax P. vivax 3/4 (75%)
RP553B Neg P. vivax P. vivax P. vivax 3/4 (75%)
RP574B Neg P. vivax P. vivax P. vivax 3/4 (75%)
RP333C P. vivax P. vivax Neg P. vivax 3/4 (75%)
RP553C Neg P. vivax P. vivax P. vivax 3/4 (75%)
RP573C Neg P. vivax P. vivax P. vivax 3/4 (75%)
RP606C Neg P. vivax P. vivax P. vivax 3/4 (75%)
RP607C Neg P. vivax P. vivax P. vivax 3/4 (75%)
RP623C Neg P. vivax P. vivax P. vivax 3/4 (75%)
RP729C Neg P. vivax P. vivax P. vivax 3/4 (75%)
RP283D P. vivax Neg P. vivax P. vivax 3/4 (75%)
n=29

RP0009 Neg Neg P. falciparum Pv+Pf 2/4 (50%)*
RP0022 Neg P. falciparum Neg P. falciparum 2/4 (50%)
RP0O077 Neg P. falciparum Neg P. falciparum 2/4 (50%)
RP0085 Neg Pv+Pf Neg Pv+Pf 2/4 (50%)
RP0116 Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP0155 Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP0270 Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP0290 Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP0317 Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP0318 Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP0319 Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP0321 Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP0430 Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP237B Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP285B Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP420B Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP545B Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP573B Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP598B Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP251C Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP284C Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP308C Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP420C Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
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18S rRNA Pvr47/Pfr364 Positividade e

Amostra concordancia espécie,

Nested-PCR qPCR NR-cPCR NR-gPCR nitotal (%)
RP493C Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP523C Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP550C Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP574C Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP639C Neg P. vivax Neg P. vivax 2/4 (50%)
RP581D P. vivax Neg Neg P. vivax 2/4 (50%)

n=29
RP623E P. falciparum Neg Neg Neg 1/4 (25%)
RP0322 Neg P. vivax Neg Neg 1/4 (25%)
RP241C Neg P. vivax Neg Neg 1/4 (25%)
RP0016 Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
RP0278 Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
RP0309 Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
RP0405 Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
RP245B Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
RP550B Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
RP555B Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
RP218C Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
RP253C Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
RP277C Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
RP285C Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
RP555C Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
RP571C Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
RP598C Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
RP553D Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
RP506E Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
RP582E Neg Neg Neg P. vivax 1/4 (25%)
n=20

Neg=resultado negativo para Plasmodium; Pv+Pf=deteccdo de P. vivax e P. falciparum. Os
resultados foram expressos como numero de positives em relagéo ao total testado (porcentagem de
positivos). Os asteriscos se referem a protocolos que concordaram em pelo menos uma espécie de

Plasmodium.



