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RESUMO

A malaria é uma doenca febril aguda causada por protozoarios do género
Plasmodium. O diagndstico padréo-ouro é a microscopia optica (MO), sendo também
utilizados os testes rapidos de diagnostico (RDT). Porém, tais métodos possuem baixo
limite de deteccgéao, cerca de 50 parasitos/uL na MO e 100 parasitos/uL no RDT. O
diagnéstico com alvos moleculares e metodologias mais sensiveis é capaz de
identificar as infeccbes com baixa densidade parasitaria, mesmo em amostras nao
convencionais como a saliva. Outro fator critico no diagnostico de maléria é a
presenca de isolados com delecao do gene que codifica a PfHRP2, proteina presente
na maioria dos RDTs. Para suplementar essas limitacdes do diagnostico da maléria,
este estudo teve como obijetivo identificar o perfil de delecdo e variabilidade do gene
pfhrp2, assim como avaliar a performance de dois métodos moleculares, a PCR em
tempo real (qQPCR) e Droplet Digital PCR (ddPCR), na detec¢éo de DNA do parasito
obtido de amostras de sangue, saliva e swab de individuos expostos a malaria. Uma
proporcao de 0% a 14,6% de amostras pfhrp2 negativas foi observada nas regiées
analisadas, sendo que apenas 1 amostra com delecado de pfhrp2 foi negativa no teste
com o RDT. Foram identificados 10 padrdes da sequéncia de PfHRP2, exclusivos de
cada regidao. As taxas de deteccéo da gPCR e ddPCR foram similares para amostras
de sangue, 96 e 98,7%, e saliva, 72,4 e 75%, respectivamente. Porém, a ddPCR foi
capaz de detectar 16% a mais de infec¢cdes no swab. Ainda assim, a concordancia
entre as duas técnicas em relacdo as amostras de swab foi baixa. Uma alta proporcao
de infeccdes mistas foi detectada no sangue e saliva. Este projeto se torna relevante
na padronizacdo de protocolos moleculares sensiveis a baixas parasitemias,
utilizando fontes alternativas para obtencdo de DNA, assim como no monitoramento
das taxas de delecao e variabilidade do gene pfhrp2, fator importante na sensibilidade
dos RDT utilizados no sistema de saude.

PALAVRAS-CHAVE: maléaria; diagnostico molecular; droplet digital PCR; saliva;
variabilidade génica; RDT



ABSTRACT

Malaria is an acute febrile disease caused by the protozoan of the genus Plasmodium.
The gold standard malaria diagnosis is the light microscopy (LM), also being used the
rapid diagnostic tests (RDT). However, such methods have a low limit of detection,
around 50 parasites/pL in LM and 100 parasites/uL in RDT. The diagnosis using
molecular targets and more sensitive methodologies is capable of identification of low
parasite density infections, even in non-conventional samples, as saliva. Another
critical factor in malaria diagnosis is the presence of isolates harboring the deletion of
the gene that encodes the PfHRP2, protein present in most of RDTs. To supplement
the limitations of malaria diagnosis, this study had as objective identify the deletion and
variability profile of pfhrp2 gene, as well as evaluate the performance of two molecular
methods, Real-time PCR (qPCR) and Droplet Digital PCR (ddPCR), in detection of
parasite DNA obtained from blood, saliva and buccal swab samples of individuals
exposed to malaria. A proportion of 0% to 14,6% of pfhrp2 negatives samples was
observed in all regions analyzed, where only 1 sample with pfhrp2 deletion was RDT
negative. Ten PfHRP2 patterns were identified, exclusive in each region. The gPCR
and ddPCR detection rates were similar to blood samples, 96 and 98,7%, and saliva,
72,4 and 75%, respectively. However, the ddPCR was capable of detection of 16%
more infections in buccal swab samples. Nevertheless, the concordance between the
two methods and the buccal swab samples was low. A high proportion of mixed
infections was detected in blood and saliva. This study becomes relevant in the
standardization of sensitive molecular protocols to low parasitemias, using alternative
sources to obtain DNA, as well as in surveillance of pfhrp2 deletion and variability rates,

crucial factor in RDT sensibility.

Keywords: malaria; molecular diagnosis; droplet digital PCR; saliva; genetic
variability; RDT
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1 INTRODUCAO
1.1 Caracteristicas gerais da malaria

A malaria é a doenga parasitaria de maior letalidade, prevalente em diversas
regides tropicais e subtropicais do mundo. Segundo dados da Organizacao Mundial
da Saude (OMS), em 2019 foram estimados cerca de 229 milhdes de casos ao redor
do mundo, resultando em 409.000 mortes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).
A maléria é causada por parasitos do género Plasmodium, sendo cinco espécies
causadoras da doenca no humano: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi, transmitidos pela
picada da fémea do mosquito vetor do género Anopheles spp. (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2015).

Plasmodium falciparum e P. vivax sdo responsaveis por mais de 95% dos casos
de malaria humana. Plasmodium falciparum é a espécie mais prevalente no continente
Africano, além de ser responsavel pelo maior nUmero de casos e por grande parte dos
casos graves da doenca e Obitos de malaria, enquanto P. vivax € a espécie mais
prevalente fora deste continente (Figura 1). Nas Américas e na Asia, as infecgdes por
P. vivax correspondem a 74,1% dos casos reportados (BATTLE et al., 2019; WEISS
et al., 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Ainda assim, o numero de
casos de malaria vem diminuindo em diferentes regides do mundo, resultado da
adocdo de métodos de diagndstico eficazes, tratamento eficiente dos pacientes e o
uso de mosquiteiros (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). Entretanto, existem
desafios no combate a malaria como a diminuicdo dos financiamentos para o combate
a doenca em paises endémicos, a continua emergéncia de parasitos resistentes aos
antimalaricos e a resisténcia dos mosquitos vetores aos inseticidas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018).
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Figura 1. Incidéncia das espécies de Plasmodium no mundo. Incidéncia de casos de (A) P. falciparum e abaixo, os casos de (B) P. vivax, ambos em uma

escala de 1.000 pessoas por ano. The Malaria Atlas Project, 2021.
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Atualmente ndo existe uma vacina para prevencdo da malaria,
conseguentemente, seu tratamento e profilaxia sdo feitos por meio das drogas
antimaléricas. Entretanto, um dos maiores desafios no controle da doenca é o
desenvolvimento da resisténcia aos antimaléricos pelo Plasmodium, sendo presente
em praticamente todas as areas endémica. No Brasil, a resisténcia em P. falciparum
ja foi descrita para diversos antimalaricos ja utilizados em esquemas de tratamento
recomendados pelo Ministério da Satde (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2020a).
A utilizacdo da terapia baseada nos derivados da artemisinina € o tratamento
preconizado atualmente pela OMS, consistindo na primeira linha terapéutica para
malaria por P. falciparum em todas as areas endémicas do mundo (GAMA et al.,
2011). Entretanto, indicios de resisténcia a este tratamento ja foram relatados em
diferentes paises asiaticos (DONDORP et al., 2017; MENARD; DONDORP, 2017).
Para P. vivax, o tratamento com cloroquina juntamente com primaquina ainda é eficaz.
Nos ultimos anos, relatos de resisténcia a cloroquina por P. vivax aumentaram, mas a
compreensdo de seus mecanismos € dificultada devido a falta de marcadores de
resisténcia robustos, dificuldade do estudo molecular desta espécie, devido a
dificuldade da manutencédo de um cultivo continuo, e a possibilidade de recidiva da
doenca devido a formas latentes do parasito no figado, os hipnozoitos (CHEHUAN et
al., 2013; DE SANTANA FILHO et al., 2007; MARQUES et al., 2014).

Além da resisténcia aos antimalaricos, a presenca dos hipnozoitos nas infeccées
de P. vivax também torna seu controle um desafio. Isso porque essas formas do
parasito tornam os individuos infectados potenciais reservatérios da doenca para os
mosquitos vetores e contribuem para um maior tempo de infeccdo, mesmo com a
administracdo dos medicamentos especificos (GETHING et al., 2012). O mesmo se
da pela sua capacidade de produzir gametdcitos (forma infectante do parasito para o
mosquito) precocemente, mesmo antes do tratamento ser iniciado, possibilitando a

infeccdo de mosquitos vetores (HOWES et al., 2016).

Um grande desafio no diagnostico da malaria € a presenca de infecgbes
assintomaticas subpatentes, caracterizadas pela presenca de formas sexuais e
assexuais em baixas parasitemias, e a auséncia dos sintomas clinicos da doenca.
Estas infeccbes podem ocorrer pela aquisicdo de imunidade ao Plasmodium,

geralmente em residentes de areas endémicas, com niveis diferentes entre criancas
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e adultos ou como parasitemia residual ou recrudescente apdés um tratamento mal
sucedido (BOUSEMA et al., 2014; LINDBLADE et al., 2013; OKELL et al., 2012).

De forma geral, as infec¢des por P. vivax sdo mais frequentemente caracterizadas
como assintomaticas. Estudos realizados nas llhas Salomé&o e no Brasil evidenciaram
uma frequéncia de assintomaticos igual a 97% e 93%, respectivamente, em infec¢cbes
por P. vivax (ALVES et al., 2002; HARRIS et al., 2010). Porém, P. falciparum também
pode apresentar uma frequéncia elevada de casos assintomaticos com parasitemias
subpatentes, como demonstrado no estudo de Hoyer e colaboradores (2012), onde
92% dos casos eram assintométicos quando comparado com P. vivax (83%) (HOYER
et al., 2012).

Eventualmente, infec¢des assintomaticas podem se tornar sintomaticas. Porém,
0S pacientes assintomaticos podem persistir por um longo periodo de tempo, tendo
sido relatada persisténcia por décadas da infeccdo assintomatica por P. malariae em
imigrantes fora de area endémica (BERECZKY et al., 2004; FRADEJAS et al., 2019;
MAGESA et al., 2002; VINETZ et al., 1998). Identificar estes individuos é de suma
importancia para o controle da malaria, uma vez que servem como reservatoérios do
Plasmodium, permitindo a manutencao da doenca. A densidade dos gametocitos tém
papel importante na determinacdo da infectividade do mosquito transmissor durante
seu repasto sanguineo e diferentes estudos ja demonstraram que mesmo densidades
baixas como 5 gametdcitos/pL sdo capazes de infectar os vetores (ALVAR et al., 2020;
ALVES et al., 2006; BOUSEMA et al., 2012; SCHNEIDER et al., 2007; WHITE, 2008).
Em uma infeccdo subpatente, espera-se uma densidade similar a esta, cuja
microscopia optica (MO) e os testes rapidos de diagndéstico (Rapid Diagnostics Tests
— RDTs) ndo sao capazes de detectar (KAVANAUGH; AZZAM; ROCKABRAND,
2021).

O diagndstico realizado em areas endémicas ou em estudos de campo é feito
através da MO e RDT, técnicas que possuem baixo limite de detec¢cdo. Uma revisdo
da literatura publicada por Okell e colaboradores reportou uma falha de 50,8% na
deteccdo de infeccdo por Plasmodium pela microscopia, quando comparado aos
métodos moleculares, sendo essa diferenca ainda maior em regifes de baixa
transmissdo (OKELL et al., 2009). Esta falha na detec¢éo de pacientes assintomaticos

€ também esperada para os RDTs. Uma vez que é importante a identificacdo destes
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casos, uma ferramenta sensivel capaz de diagnosticar e quantificar o parasito é

necessaria.
1.2 Malaria no Brasil

No Brasil, as principais espécies de Plasmodium que causam a doenca no homem
sao P. vivax, P. falciparum e P. malariae. Em 2020, 140.974 casos foram registrados
no Brasil, sendo 22.182 (15,8% do total de casos) de casos de P. falciparum,
representando um aumento de 32,6% em relagao a 2019, e 118.651 (84,2% do total
de casos) casos de P. vivax, uma reducdo de 13,2% em relacdo ao ano anterior
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

No inicio dos anos 2000, o pais contava com aproximadamente 637 mil casos de
maléria, sendo o maior registro de casos no Brasil desde os anos 60, numero que foi
reduzido para cerca de 142 mil casos em 2015, gragas ao programa Roll Back Malaria
Initiative junto a esforcos do governo federal brasileiro e iniciativas locais (Figura 2)
(SIQUEIRA et al., 2016). Porém, mesmo com a diminuicdo dos casos, ainda ha
constante transmissao da malaria na regido da Amazo6nia devido a falta de condi¢cdes

sanitarias apropriadas e uma situacdo socioeconémica e politica instavel.

Figura 2. Numero de casos de malaria no Brasil no periodo de 1960-2015. As barras vermelhas se
referem ao ndmero total de casos e as barras em azul aos casos de P. vivax, correspondente ao eixo
Y a esquerda do gréfico. A linha de tendéncia azul escura se refere a razao P. falciparum:P. vivax, eixo

Y a direita do grafico.
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Fonte: Siqueira et al., 2016.

Aproximadamente 0,5% dos casos de malaria registrados no Brasil sdo oriundos

da regido extra-amazoOnica. Destes, 80% sao importados de estados da area
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endémica (376 casos, 50,9% dos casos importados), ou importados de outros paises
da Africa, paises asiaticos e sul-americanos (363 casos, 49,1%) (PINA-COSTA et al.,
2014; SIQUEIRA et al., 2016). Tais numeros sao consequéncia da baixa incidéncia de
malaria nessas regides, o que dificulta o diagnéstico da doenca devido a falta de
profissionais treinados e estrutura adequada para a deteccdo de malaria. E importante
salientar que, em 2019, 4.117 casos de malaria importados de outros paises foram
registrados, principalmente de paises da América do Sul, como a Venezuela com
2.658 casos (64,6%), Guiana Inglesa com 655 casos (15,9%) e Guiana Francesa com
236 casos (5,7%). De janeiro a junho de 2020, 1.049 casos importados de outros
paises ja haviam sido reportados, com maior ocorréncia nos estados de Roraima e
Amazonas com 60,7% e 14,3% do total de casos, respectivamente (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2020b).

Os estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Minas Gerais foram
responsaveis por 57% dos casos autoctones no Brasil (932 casos) em 2014, sendo
gue o Espirito Santo teve a maior taxa (321 casos) e Minas Gerais, a menor (6 casos)
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2018; PINA-COSTA et al., 2014). Em 2020, o
namero de casos reduziu para 30 (96,8% menor, quando comparado a 2014). No
mesmo periodo, o numero de casos diminuiu para 0 no Espirito Santo e o estado na
regido extra-amazonica com maior numero de casos foi Sdo Paulo (10 casos), seguido
do Mato Grosso do Sul com 6 casos (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Nos ultimos anos a importancia da malaria em areas de Mata Atlantica vem
aumentando. Suas caracteristicas ecoldgicas sdo ideais para a reproducdo de
algumas espécies do mosquito vetor, como, por exemplo, os vetores do subgénero
Kerteszia, capazes de realizar o repasto sanguineo em humanos e primatas nao
humanos (F. DOMINGOS; TUBAKI; DI SANTI, 2006; GUIMARAES et al., 2003). Mais
de 1.000 casos foram notificados, entre 2007 a 2016, atribuidos a P. vivax e P. simium
(PINA-COSTA et al., 2014). Nos ultimos anos, vém aumentando os relatos de
transmissao zoondtica, sendo os primatas hdo humanos reservatérios de espécies de
Plasmodium e capazes de infectar o humano, como P. simium e P. brasilianum (DE
ALVARENGA et al., 2015, 2018).

1.3 Ciclo Biolégico dos parasitos da malaria humana
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O ciclo biolégico do Plasmodium inicia-se pela inoculagéo de esporozoitos na pele
durante a picada do mosquito vetor do género Anopheles spp. durante seu repasto
sanguineo (Figura 3). Aproximadamente 50% destes esporozoitos podem
permanecer na pele do hospedeiro e cerca de 10%,desenvolver-se na epiderme,
derme e foliculos pilosos, sobrevivendo durante semanas nestes locais (GUEIRARD
et al., 2010; MENARD et al., 2013). Atingindo a corrente sanguinea e migrando para
o figado, o parasito invade varios hepatdcitos antes de estabelecer infeccdo em um
deles, sendo esse processo importante para seu ciclo de vida, uma vez que o torna
mais apto a invasao. Dentro do hepatécito é formado o vacuolo parasitoforo, local
onde o parasito se desenvolve e se multiplica (MOTA et al., 2001). Apds se
desenvolverem nos hepatocitos por esquizogonia, 0s merozoitos liberados séo
capazes de infectar eritrécitos maduros ou os reticuldcitos, a forma mais jovem desta
célula. Esses merozoitos sédo liberados diretamente na corrente sanguinea no interior
de vesiculas denominadas merossomos (STURM; MENARD; HEUSSLER, 2006).

Os eritrocitos sdo invadidos a partir do reconhecimento e ligagdo dos merozoitos
a estas células. No vacuolo parasitéforo, o parasito passa por diferentes fases: anel,
trofozoito e esquizonte. A partir dos esquizontes, novos merozoitos sao formados e
liberados com o rompimento dos eritrécitos, e em seguida infectam novas células
(BANNISTER; MITCHELL, 2003). Alguns destes merozoitos se diferenciam em
gametoécitos masculino e feminino, que, ao serem ingeridos pelo mosquito vetor, se
diferenciam nos gametas masculino e feminino. Uma vez no mosquito, o parasito
passa por uma série de transformacfes, desenvolvendo-se em esporozoitos, que
podem ser inoculados em outro hospedeiro apds invadirem as glandulas salivares

durante um novo repasto sanguineo (MUELLER et al., 2009).

Diferente das demais espécies de Plasmodium, P. vivax possui caracteristicas
particulares em seu ciclo de vida: (1) o gametdcito surge precocemente na circulagao
sanguinea, tornando a transmissdo possivel antes mesmo do aparecimento dos
sintomas clinicos; (2) baixas parasitemias e infec¢des assintométicas tornando os
individuos portadores reservatdrios do parasito; (3) desenvolvimento dos hipnozoitos
no figado, podendo permanecer latentes neste 6rgao por intervalo de tempo variavel

e podem levar a recaidas da doenca e (4) os merozoitos tem preferéncia pela invaséo
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dos reticuldcitos (GALINSKI et al., 1992; IMWONG et al., 2016; MUELLER et al., 2009;
WHITE, 2017).

Figura 3. Ciclo de vida do Plasmodium spp. Durante o repasto sanguineo da fémea do mosquito do
género Anopheles spp., é realizada a inoculacdo do Plasmodium spp. na forma de esporozoitos. Apés
a inoculacdo, uma porcentagem dessa forma fica retida na pele do hospedeiro, e outra segue em
direcdo ao figado. Os esporozoitos infectam os hepatdcitos, onde se desenvolvem em merozoitos, que
rompem estas células e caem na corrente sanguinea, podendo infectar novamente os eritrécitos e

reticulécitos.
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1.4 Diagndéstico Laboratorial da malaria humana

O diagnostico e tratamento da malaria sdo componentes fundamentais na sua
estratégia de controle e eliminacdo. Medidas efetivas de diagndstico séo cruciais na
prevencdo do agravamento da doenca no paciente, assim como na reducdo da
possibilidade deste em contribuir para a manutencdo da transmissao da malaria
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). A identificagdo do parasito antes da
administracdo de antimalaricos é necesséria, pois o diagndstico clinico por si s6 é

duvidoso, podendo acarretar em tratamento erréneo, levar a resisténcia do parasito
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aos antimalaricos e a complicacdes da doenca (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016).

1.4.1 Microscopia Optica e Testes Rapidos de Diagndstico

O diagnéstico da maléaria é realizado, majoritariamente, utilizando a técnica de
gota espessa de sangue, corada por Giemsa, sendo preconizada pelo Ministério da
Saude. Do mesmo modo, o diagnostico pode ser realizado por esfregaco sanguineo,
e a utilizagcdo de cada metodologia depende do objetivo do microscopista, tendo cada
uma suas vantagens e desvantagens (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2020a). A
estimativa da parasitemia utilizando a MO se baseia na definicdo semiquantitativa de
“cruzes”, definido de acordo com a contagem de parasitos por campo observado no
microscépio. Esta estimativa parte da visualizacao de 1 parasito por campo (uma cruz)
a mais de 200 parasitos (quatro cruzes), sendo que a sensibilidade da microscopia
pode chegar de 20 a 100 parasitos/pL de sangue (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE,
2009; GREENWOOD; ARMSTRONG, 1991; SA et al., 2005).

Mesmo considerada como padrao ouro de diagnéstico, a MO possui limitacdes,
como a dependéncia de energia elétrica e necessidade de um treinamento intensivo
dos microscopistas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). Tais limitacdes
reforcam a necessidade da busca por metodologias mais sensiveis e confiaveis. Nao
raro, infec¢cBes mistas sao diagnosticadas incorretamente, principalmente quando em
concomitancia com P. falciparum, que normalmente possui uma alta densidade
parasitaria (KILIAN et al., 2000). Além disso, individuos com parasitemias subpatentes
podem continuar atuando como reservatorios da doenca, uma vez que sao detectados
somente por metodologias mais sensiveis (VALLEJO et al., 2016; WAMPFLER et al.,
2013).

Em adicdo a MO, os ensaios imunocromatograficos sao utilizados devido sua
facilidade de uso (resultados rapidos, entre 15 e 20 minutos) quando o diagnostico
pela microscopia ndo é acessivel, como por exemplo em areas remotas ou na falta de
um profissional treinado. Os RDTs apresentam a vantagem de nao requerer fonte de
eletricidade, sendo ideal para estudos de campo. Estes testes sdo capazes de
detectar antigenos especificos de Plasmodium presentes na corrente sanguinea da

pessoa infectada, sendo que alguns deles sdo capazes de diagnosticar apenas uma
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espécie (P. falciparum), através da deteccdo de HRP2 ou da proteina género
especifica lactato desidrogenase de Plasmodium (pLDH) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006). Um limite de deteccao de 62 parasitos/pL, similar a MO, para
os RDTs j& foi reportado no trabalho de Lee e colaboradores (2006) (LEE et al.,
2006a). Porém, esta sensibilidade pode variar de acordo com a marca do produto e
ainda assim, para a maioria dos RDTs disponiveis ainda ha a limitacdo do baixo limite
de deteccdo (>100 parasitos/uL), quando comparado a microscopia (>20-100
parasitos/uL) ou aos métodos moleculares, como a PCR (>0,5 a 5 parasitos/jL)
(CORDRAY; RICHARDS-KORTUM, 2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2000).

1.4.1.1 Delecéo dos genes pfhrp2 e pfhrp3 em Plasmodium falciparum

A presenca das proteinas da familia HRP em P. falciparum foi descrita nos anos
80 e desde o desenvolvimento dos RDTs nos anos 90, a proteina HRP2 tem sido
utilizada como alvo de diagnéstico (HOWARD et al., 1986; ROCK et al., 1987; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2006). Composta principalmente por repeticbes de
histidina e alanina, ela é produzida durante todos os estagios do ciclo de vida do
parasito, e diferentes estudos ja demonstraram sua persisténcia na corrente
sanguinea apos a resolucdo da parasitemia e desaparecimento dos sintomas clinicos
da malaria (KAIN et al., 1997; LAFERI; KANDEL; PICHLER, 1997; MILLER et al.,
1994).

A sensibilidade dos RDTs depende diretamente da deteccdo da proteina na
corrente sanguinea do individuo infectado. Entretanto, no inicio dos anos 2000,
isolados com delecao dos genes pfhrp2 e pfthrp3 comecgaram a ser reportados na
Africa e América do Sul (BAKER et al., 2005, 2010; GAMBOA et al., 2010; HOUZE et
al., 2011). No Brasil, dois estudos avaliaram até o momento o perfil de delecédo destes
genes, evidenciando a delecao de pfhrp2 em isolados dos estados do Acre (31,2%) e
Rondénia (3,3%) de acordo com o trabalho de Viana e colaboradores (2017), e 71,7%
no estado do Acre e 100% no Amazonas, de acordo com o trabalho de Goes e
colaboradores (2021) (GOES et al., 2021; RACHID VIANA et al., 2017). Em outros
estudos realizados na América do Sul, taxas similares foram encontradas no Peru por
Gamboa e colaboradores (2010) (41%) e Matlha e colaboradores (2012) (25,7%)
(GAMBOA et al., 2010; MALTHA et al., 2012). Entretanto, menores taxas de delecéo
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foram reportadas na Coldémbia por Solano e colaboradores (2015) (18%) e Dorado e
colaboradores (2012) (5,5%) (DORADO; MURILLO; MONTENEGRO, 2012;
MURILLO SOLANO et al., 2015; OKOTH et al., 2015; TROUVAY et al., 2013). A
delecdo de pfhrp2 ndo foi reportada na Guiana Francesa, como observado nos
estudos de Trouvay e colaboradores (2013) e Okoth e colaboradores (2015) (OKOTH
et al., 2015; TROUVAY et al., 2013).

O conteudo de histidina das proteinas HRP2 e HRP3 € bastante similar (34% e
28%, respectivamente), contando com diferentes tipos de repeticdo de histidina e
alanina em sua composicao (ROCK et al., 1987). O gene pfhrp2 esta localizado no
cromossomo 8 e o gene pfhrp3, no cromossomo 13, ambos em regides
subteloméricas de seus respectivos cromossomos. O conteddo similar destes
aminoacidos contribui para que anticorpos anti-HRP2 também detectem a proteina
HRP3 (SHARMA, 1988; WELLEMS; HOWARD, 1986), de maneira que a HRP3
também contribui para o diagnéstico de P. falciparum pelo RDT, entretanto, somente
em altas parasitemias. Apés um estudo extensivo do Programa de Garantia da
Qualidade dos RDTs de Maléria, foi descoberta uma grande variacdo na sequéncia
dos genes pfhrp2 e pfhrp3 em isolados de paises asiaticos e do sudoeste do Pacifico
(AKBULUT; CELIK; TURGUT BALIK, 2005; BAKER et al., 2005; LEE et al., 2006b;
TURGUT-BALIK et al., 2004). Entretanto, ainda nédo esta claro qual a influéncia dessa
variabilidade génica nos resultados dos RDTs (ATROOSH et al., 2015; BAKER et al.,
2010; KUMAR et al., 2012; WILLIE et al., 2018).

1.4.2 Detecc¢do Molecular dos parasitos da maléria

A necessidade de diagndsticos mais sensiveis levou ao desenvolvimento de
diferentes métodos moleculares visando, principalmente, a deteccdo de baixas
parasitemias, identificacdo de pacientes assintomaticos e quantificagbes mais
precisas da carga parasitaria (KAMAU et al., 2013; ROSANAS-URGELL et al., 2010;
TRAN et al.,, 2014). Entre esses métodos se encontram a PCR convencional.
Atualmente, o protocolo molecular comumente utilizado para a malaria humana é a
nested PCR, consistindo em duas rodadas de amplificacdo do gene ribossomal 18S,
sendo a primeira género-especifica e a segunda, espécie-especifica (SNOUNOU et
al., 1993). Estas duas rodadas de amplificacdo garantem uma maior sensibilidade a

este protocolo, porém, o torna ao mesmo tempo um processo demorado, além de
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aumentar a possibilidade de contaminacao devido a manipulacéo do material genético

amplificado na primeira rodada.

Outra técnica utilizada € a PCR em tempo real (Quantitative Polymerase Chain
Reaction - qPCR), capaz de quantificar a carga parasitaria utilizando uma curva-
padrdao de amostras com parasitemia previamente definida pela microscopia ou DNA
plasmidial contendo o alvo desejado. A gPCR é mais precisa que a PCR convencional,
permitindo a possibilidade de quantificacdo precisa da carga parasitaria, alta
sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade (KAMAU et al., 2013). Esta técnica foi
usada para o diagnéstico de malaria pela primeira vez em 1990, mas somente nos
anos 2000 seu uso se tornou mais constante (HERMSEN et al., 2001;
JAUREGUIBERRY et al., 1990; LEE et al., 2002; MANGOLD et al., 2005; MURPHY
et al., 2012; ROUGEMONT et al., 2004b). Entretanto, alguns estudos mostram que a
sensibilidade da técnica depende de vérios fatores, tais como a quantidade do DNA
alvo, contaminantes do processo de extracdo e quantidade de DNA humano (PROUX
et al., 2011).

1.4.2.1 Uso da PCR digital

Nos anos 1990, foi desenvolvido o conceito da PCR digital, mas somente nos
altimos anos essa tecnologia vem sendo aprimorada, sendo altamente sensivel para
deteccdo e quantificacdo absoluta de patdgenos (BAKER, 2012; WILSON et al.,
2015). Ela consiste na amplificagdo do DNA particionado milhares de vezes contendo
pelo menos uma cépia do alvo e oferece vantagens como: (1) quantificacdo absoluta
na auséncia de uma curva-padréo; (2) maior sensibilidade devido a microparticdo da
amostra; (3) poder ser realizada com baixas concentracoes de DNA e; (4) ser menos
sensivel a inibidores frequentemente presentes em amostras de DNA extraidas de
sangue total (HUGGETT et al., 2013; HUGGETT,; COWEN; FOY, 2015).

Atualmente existem dois sistemas distintos de PCR digital: a primeira consiste em
um microchip que possui milhares de camaras microfluidicas onde a amostra é
disposta; a segunda € baseada em emulsificagdo, onde os alvos sdo amplificados em
microgotas, separadamente (HINDSON et al.,, 2011; MORRISON et al., 2006;
WARREN et al., 2006). Esta ultima, conhecida como droplet digital PCR (ddPCR), se
baseia na tecnologia microfluidica, onde a solucédo € particionada em milhares de
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gotas compostas por uma superficie oleosa e um nudcleo aquoso, onde se encontram
os reagentes da PCR e o material genético a ser amplificado. Diferentemente das
demais técnicas de PCR que se baseiam na analise final a partir de microlitros de
reacdo, a andlise da ddPCR é realizada através da leitura de cerca de 20.000
microgotas de aproximadamente 1 nanolitro (MAZAIKA; HOMSY, 2014).

A ddPCR possui vantagens em relacdo a qPCR como a possibilidade de
guantificacdo absoluta sem necessidade de construcdo de uma curva-padréo, maior
precisao e reprodutibilidade, além de ser mais resistente a inibidores comuns da PCR
(MAZAIKA; HOMSY, 2014). Hindson e colaboradores (2013) avaliaram o desempenho
da ddPCR digital e qPCR em quantificar pequenos oligonucleotideos usados para
simular microRNAs humanos em diferentes matrizes: agua e plasma. Foi observada
uma maior precisdo na quantificacdo destes alvos pela ddPCR, em ambas matrizes
(HINDSON et al., 2013). Estes dados se unem a outros estudos que também
observaram maior sensibilidade desta técnica (SILLENCE et al., 2015; ZHAO et al.,
2015). Porém, outros dados sugerem que as duas técnicas possuem sensibilidades
similares (HAYDEN et al., 2013; TE; CHEN; GIN, 2015).

A ddPCR ja é amplamente usada para quantificacdo absoluta em diferentes areas
de estudo como cancer, doencas virais humanas e animais, bactérias e protozoarios,
mostrando alta sensibilidade e precisédo (HAYDEN et al.,, 2013; MU et al., 2015;
ROBERTS et al., 2013; TAKESHITA et al., 2015; WANG et al., 2015; WILSON et al.,

2015). Entretanto seu uso na malaria esta limitado a poucos trabalhos.

O numero de trabalhos que faz uso da ddPCR para a deteccao do Plasmodium
vem aumentando nos ultimos anos, como os trabalhos de Koepfli e colaboradores
(2016) e Srisutham e colaboradores (2017), ambos baseados na amplificacéo do gene
18S rRNA (KOEPFLI et al., 2016; MAHENDRAN et al., 2020; SRISUTHAM et al.,
2017). Outros trabalhos, como o de Mahendran e colaboradores (2020), utilizou o
Antigeno 1 de Membrana Apical (AMA-1) e o gene da plasmepsina para quantificacéo
de P. vivax e P. knowlesi por ddPCR (KOEPFLI et al., 2016; MAHENDRAN et al.,
2020; SRISUTHAM et al.,, 2017). Estes trabalhos evidenciaram uma maior
sensibilidade e reprodutibilidade na quantificacdo de amostras clinicas, mesmo
utilizando um ensaio duplex, onde os protoclos padronizados por Koepfli e

colaboradores (2016) e Srisutham e colaboradores (2017) também eram capazes de
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detectar infe¢cdes por P. malariae e P. ovale. Nestes estudos, a ddPCR foi capaz de
detectar infeccbes em baixas parasitemias, podendo ser mais sensivel quando
comparada a qPCR. Esta caracteristica € importante principalmente em estudos
epidemiologicos, em que infec¢cdes subpatentes sdo frequentes (CHENG;
CUNNINGHAM; GATTON, 2015; OKELL et al., 2012).

1.4.2.2 Alvos nao ribossomais para o diagndstico molecular da malaria por P.

vivax e P. falciparum

Atualmente, o gene RNA ribossomal 18S é o alvo mais utilizado nos protocolos
de diagndéstico molecular da malaria, porém se limita a 4-8 copias no genoma de
Plasmodium spp. (MERCEREAU-PUIJALON; BARALE; BISCHOFF, 2002). A
constante necessidade de protocolos mais sensiveis leva a busca por novos alvos,
sendo tais alvos espécie-especificos, localizados em regides conservadas e tendo
multiplas cépias no genoma (HOFMANN et al., 2015; LLOYD et al., 2018; LUCCHI et
al., 2013).

Demas e colaboradores (2011) identificaram dois potenciais alvos para
diagndstico, Pvrd7 e Pfr364, localizados em regides subteloméricas dos genomas de
P. vivax e P. falciparum, respectivamente (DEMAS et al., 2011). O alvo Pvr47 esta
presente em 14 copias no genoma de P. vivax e o alvo Pfr364 apresenta 41 copias no
genoma de P. falciparum (Figura 4). O protocolo até entdo publicado se baseava na
amplificagéo utilizando PCR convencional, que foi recentemente adaptado para gPCR
pelo nosso grupo de pesquisa (AMARAL et al., 2019).
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Figura 4. (A) Alinhamento da sequéncia dos alvos Pvr47 e Pfr364. Na parte superior esta representada,

em parte, o alinhamento para o alvo Pfr364, de 1.538 pb. E possivel observar sequéncias da subfamilia

1 (1) e da subfamilia 2 (2). O alinhamento do alvo Pvr47 esta representado na parte inferior, de 1.070

pb. (B) Distribuicdo dos membros, presentes em duas cOpias, da familia do gene Pfr364 nas

extremidades dos 14 cromossomos de P. falciparum. As linhas pretas indicam os membros da

subfamilia 1 e as linhas cinza, membros da subfamilia 2.
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1.4.2.3 DNA obtido de saliva como alternativa para o diagndstico molecular da

malaria humana

Mesmo a coleta de sangue sendo necessaria para os meétodos diagnosticos
atualmente utilizados (parasitolégico e molecular), o diagnostico da maléaria
negligencia fatores importantes inerentes ao paciente: seu conforto fisico e
psicolégico. Nos anos 90 ja era relatada uma condicdo médica chamada “fobia de
agulha”, presente em pelo menos 10% da populacdo (BIENVENU; EATON, 1998;
HAMILTON, 1995; WRIGHT et al., 2009). Esta condicdo afeta criancas e adultos e
representa uma barreira em termos de imunizagao, coleta de sangue e cuidados com
saude bucal (DOMOTO et al., 1988; NIR et al., 2003; RAO; SEQUEIRE; PETER,
1997). Uma fonte alternativa menos invasiva de material para diagndstico é a saliva,

ainda relativamente pouco utilizada em protocolos moleculares e soroldgicos.

A saliva é secretada pelas glandulas salivares e sua base € o liquido intersticial
dos capilares sanguineos, que entra pelos ductos da glandula salivar (TURNER,
1993). E composta por 98% de agua e os 2% restantes se constituem de eletrolitos,
mucopolissacarideos e glicoproteinas (composi¢éo do muco) e varias enzimas. E uma
amostra de facil obtencdo e armazenamento, sendo rica em biomarcadores que
podem ser utilizados em dispositivos point-of-care e testes rapidos, sendo ja
reconhecida como uma importante ferramenta para o diagndstico molecular
(MALAMUD, 2011). Além disso, sua coleta oferece um risco minimo de infeccéo e é
ideal em situacdes desafiadoras na pratica clinica como coleta em recém-nascidos,

criancas, pacientes com fobias e popula¢des indigenas (PFAFFE et al., 2011).

A coleta da saliva coleta pode ser realizada em swab, tendo atualmente diversos
kits comercialmente disponiveis, bastante utilizados em estudos forenses e na analise
de polimorfismos de base Unica associados com doencas especificas. Uma alternativa
€ a coleta de saliva total, frequentemente utilizada para diagndéstico de doencas
sistémicas (KOHNEMANN; PFEIFFER, 2011; PFAFFE et al., 2011; VIRKLER;
LEDNEYV, 2009).

Alguns estudos em malaria ja avaliaram o diagnostico molecular e
imunocromatografico usando saliva para deteccdo da proteina HRP2, lactato
desidrogenase, DNA do parasito e biomarcadores (BUPPAN et al., 2010; GBOTOSHO
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et al.,, 2010; GHAYOUR NAJAFABADI et al., 2014; HEDE et al., 2018; TAO et al.,
2019). No estudo de Mfuh e colaboradores (2017), foi observada uma prevaléncia de
28% (de um total de 222 amostras) de P. falciparum na saliva por nested PCR,
prevaléncia similar (35%) ao que foi detectado pelo mesmo método no sangue (MFUH
etal., 2017). Por meio da nested PCR, Buppan e colaboradores (2010) obtiveram uma
positividade de 43 entre 120 (36%) amostras de saliva congeladas, contudo este
namero aumentou para 76 (63%) em saliva conservada em alcool (BUPPAN et al.,
2010). E importante ressaltar diferentes fatores que podem ter influenciado a
sensibilidade do método diagndstico empregado nesses estudos: (1) numero reduzido
de coépias no genoma do alvo (18S rRNA) da nested PCR e; (2) a adicdo de alcool,
podendo proporcionar a presenca de potenciais inibidores da PCR. Um Unico estudo
utilizou como alvo o DNA mitocondrial do parasito extraido da saliva, sendo este um
alvo com multiplas copias (20 a 150 copias no genoma). Nesse estudo, foi observada
uma taxa de 77% de positividade a partir da amplificacdo do gene cox3 por PCR
convencional, quando comparado a uma positividade de 62% utilizando o gene 18S
rRNA (LLOYD et al., 2018). Entretanto, mesmo sendo um alvo mais sensivel devido
ao grande numero de cépias, 0 genoma mitocondrial possui uma taxa de 90% de
conservacgao entre P. falciparum e P. vivax, o que dificulta o desenho de iniciadores e
sondas especificas para cada espécie (MCINTOSH; SRIVASTAVA; VAIDYA, 1998).
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2 JUSTIFICATIVA

Em 2015, o Ministério da Saude lancou o Plano de Eliminacdo da Malaria,
adotando a proposta de reducdo em até 90% das taxas de mortalidade e incidéncia
de casos da Estratégia Mundial para o Paludismo 2016-2030, redigido pela OMS
(SAUDE, 2015). Apesar da reducéo dos casos de malaria no Brasil entre 2007 e 2020,
Brasil, Colémbia e Venezuela ainda séo responsaveis por 80% dos casos de malaria
em todo continente americano (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2020b). No
primeiro semestre de 2020, os Unicos estados que registraram aumento no nimero
de casos foram Mato Grosso (64,5%), Rondonia (27,7%) e Roraima (18,8%) (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2020b). A maior frequéncia de transmissdo de malaria
ocorre em areas de maior vulnerabilidade sociodemografica e epidemiolégica, como
0S garimpos, assentamentos, areas indigenas e areas rurais. Em 2020, até o primeiro
semestre, cerca de 90,1% dos casos ocorreram nessas areas (BRASIL. MINISTERIO
DA SAUDE, 2020b).

Como muitos casos de maléria ocorrem em areas remotas ou ndo endémicas no
pais, o uso de RDT se faz importante em regifes sem a devida infraestrutura ou
microscopistas experientes. Portanto, para garantir o uso seguro dos RDTs é
necessario o estudo dos antigenos nos quais eles se baseiam, uma vez que a
variabilidade genética desses antigenos pode ter influéncia na sensibilidade e eficacia
do teste (LEE et al., 2006a). Com a constante presenca de casos na regiao extra-
amazobnica, o diagnostico se torna um grande desafio devido a necessidade de
profissionais treinados e estrutura adequada para o diagnostico. Entretanto, manter
uma estrutura dedicada ao diagnostico da malaria ndo é viavel em regides onde a
doenca néo faz parte da rotina laboratorial. Além disso, conforme a prevaléncia da
malaria diminui na regido amazonica, observa-se uma grande proporcéo de infecgbes
submicroscopicas (50 a 75%) que sao diagnosticadas somente por protocolos
moleculares (ALVES et al., 2002; BARBOSA et al., 2014; LADEIA-ANDRADE et al.,
2009). Os estudos ja publicados mostram que a ddPCR é uma técnica com maior
sensibilidade e precisdo na deteccéo e quantificagdo do Plasmodium, permitindo que
amostras menos invasivas e com menor quantidade de material genético sejam uma

opcéao para o diagnostico da malaria.
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Sendo assim, dentro do plano atual de eliminacédo da maléria, tais métodos mais
sensiveis de diagnostico sao essenciais para deteccdo de casos caracterizados por
baixas parasitemias e infeccbes mistas, que sao dificiimente detectadas pelas

metodologias convencionais.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o impacto da variabilidade genética de HRP2 de P. falciparum nos testes
rapidos de diagnostico de malaria e desenvolver um protocolo de diagnéstico

molecular para deteccdo de maléaria em amostras de saliva.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Avaliar a taxa de delecdo e caracterizar a variabilidade genética de pfhrp2 em
isolados de P. falciparum de diferentes regides da Amazénia Brasileira;

3.2.2 Analisar a diversidade genética de pfhrp2 em amostras de P. falciparum;

3.2.3 Avaliar a sensibilidade da gPCR utilizando alvos multicopias (mitocondriais e
nao ribossomais) e diferentes fontes de DNA (sangue, saliva e swab bucal) do
parasito para o diagndstico da malaria;

3.2.4 Padronizar um protocolo de ddPCR baseado em alvos multicopias e avaliar sua
acuracia no diagnéstico da maléria utilizando DNA extraido de diferentes
amostras biolégicas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Area e Populacgéo de estudo

O estudo foi realizado com individuos expostos a malaria em diferentes municipios
da Amazonia Brasileira (Macapa/Amap4a, Cuiabd/Mato Grosso, Porto Velho/Rondénia
e Boa Vista/Roraima). Segundo o Boletim Epidemiolégico de 2021, os municipios de
Boa Vista e Porto Velho apresentaram Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) de médio
risco (IPA entre 10 e <50/1.000 habitantes) e os municipios de Macapa e Cuiaba tendo
IPA de muito baixo risco (IPA <1 caso/1.000 habitantes) (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE, 2021). As amostras utilizadas neste projeto foram gentilmente cedidas por
colaboradores da area endémica e estéo localizadas no Biorrepositorio do Laboratorio
de Biologia Molecular e Imunologia da Malaria, e datam de 2002 a 2012. No total,
foram utilizadas 597 amostras, sendo 249 amostras de P. falciparum, 321 de P. vivax
e 27 de pacientes negativos na MO. A maioria era caracterizada como amostras
pareadas de sangue, saliva e swab. A tabela 1 resume os dados de género e idade

dos individuos incluidos neste estudo.

Tabela 1. Resumo dos dados dos individuos incluidos neste estudo.

Diagnostico por MO Género masculino (%) Idade, média (SD)

P. vivax 79,8 38 (13)
P. falciparum 76,4 36 (12)
Negativos 64,3 37 (12)

4.2 Diagnhostico Microscépico

Durante a coleta de sangue, todos os individuos foram submetidos a puncéo
digital para o diagnéstico de malaria por MO. As laminas de gota-espessa coradas
com Giemsa foram preparadas e examinadas inicialmente por um microscopista local
experiente. Todos 0s casos positivos foram tratados imediatamente nos servigos de
saude locais, conforme protocolos de tratamento da malaria recomendados pelo
Ministério da Saude (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2020a). Um segundo
microscopista treinado fez a revisdo das laminas e a contagem da densidade

parasitaria em namero de parasitos por microlitro de sangue (parasitos/pL).
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4.3 Diagnostico Molecular

A padronizacéo de um protocolo de gPCR e ddPCR para detecc¢éo e quantificacao
de DNA de P. falciparum e P. vivax obtido de saliva de pacientes com malaria envolveu
o desenho de iniciadores especificos baseado no genoma mitocondrial e genes
nucleares multicopias de Plasmodium. Foi realizada a comparac¢éo da sensibilidade e
especificidade das duas técnicas utilizando amostras de sangue, saliva (total e swab
bucal) de individuos expostos a malaria. O limite de deteccdo (LOD) foi avaliado a
partir da construcdo de curvas padrdo com plasmideo e amostras clinicas. Os
métodos de coleta sangue, saliva total e swab bucal também foram comparados
quanto as medidas de acuracia dos métodos de diagnostico molecular de malaria.

4.3.1 Extragcdo de DNA de sangue total, saliva total e swab bucal

O DNA gendmico utilizado nos ensaios moleculares foi extraido das amostras de
sangue total coletadas em tubos contendo EDTA usando o kit Gentra Puregene Blood
Kit (Qiagen), de acordo com as instrucdes do fabricante — com alteracdo do volume
da solucao de hidratacdo de DNA no final do protocolo. Em resumo, 900 pL de solugéo
de lise de células vermelhas foram adicionados a 300 uL de sangue total em um tubo
de 1,5 mL e invertida 10 vezes e entdo incubada por 1 minuto em temperatura
ambiente. Em seguida, o material foi centrifugado a 16.000 x g por 20 segundos. O
pellet obtido na centrifugacéo foi ressuspendido com 10 uL do liquido sobrenadante e
entado foram adicionados 300 pL de solugao de lise celular, seguida da adi¢ao de 100
ML de solugéo de precipitagdo de proteinas, agitado em vortex por 20 segundos e
entdo centrifugado a 16.000 x g por 1 minuto. A este sobrenadante foram adicionados
300 pL de isopropanol em um tubo de 1,5 mL e invertido por cerca de 50 vezes. Esta
solucéo foi centrifugada por 16.000 x g por 1 minuto e o sobrenadante descartado e o
tubo invertido em um papel absorvente. Logo apds, 300 pyL de etanol 70% foi
adicionado ao tubo e novamente invertido, seguido de centrifugacdo a 16.000 x g por
1 minuto. O sobrenadante foi descartado, o tubo invertido em um papel absorvente e
em seguida o tubo foi deixado por 5 minutos para evaporacdo do etanol. Foram
adicionados 50 pL de solugao de hidratacido de DNA e incubado a 65°C por 5 minutos.
Posteriormente, a amostra foi deixada overnight em temperatura ambiente e apoés

esse periodo até o momento do uso, as amostras foram mantidas a -20°C.
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Para a extracdo do DNA de saliva total, foi utilizado o protocolo de fluidos
corporais do kit Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen), de acordo com as instru¢des do
fabricante — com alteracdo do volume da solugéo de hidratacdo de DNA no final do
protocolo. O protocolo consistiu na adicdo de 5 mL de solugdo de lise de células e 1
mL de saliva em um tubo de 15 mL, seguida da adi¢cdo de 30 uL de proteinase K. A
solucéo foi homogeneizada por inverséao do tubo (25 vezes), seguido pela incubacéo
a 65°C overnight (cerca de 16 horas). Apos esse periodo, foram adicionados 2 mL de
solucao de precipitacdo de proteina, agitado em vértex por 20 segundos, incubado em
gelo por 5 minutos e centrifugado a 2.000 x g por 10 minutos. Foram adicionados 6
mL de isopropanol a este sobrenadante e 10 uL de solugao de glicogénio, invertido 50
vezes e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. O material foi centrifugado
a 2.000 x g por 5 minutos e o sobrenadante descartado e o tubo invertido em papel
absorvente. Foram adicionados 300 pL de etanol 70% e, apds inversao do tubo para
lavagem do pellet de DNA, centrifugado a 2.000 x g por 1 minuto. O sobrenadante foi
descartado e o tubo invertido em papel absorvente, seguido de evaporacéo do etanol
por 10 minutos. Foram adicionados 50 yL de solucdo de hidratacdo de DNA e
incubado a 65°C por 1 hora. As amostras foram mantidas a -20°C até o momento do

uso.

Para a extracdo de DNA de swab bucal, foi utilizado o kit PureLink Genomic DNA
Mini Kit (Invitrogen), com modificacdes em diferentes etapas (Agnes Antbnia Sampaio
Pereira, Comunicacao pessoal). Ao swab bucal, contido em um tubo de 2 mL, foi
adicionado 200 pL de PBS 1x, 20 yL de proteinase K e 200 pL da solugdo Genomic
Lysis/Binding Buffer, e apdés homogeneizar a solucdo, incubado a 55°C por 30
minutos. Apds esse periodo, o material foi centrifugado e entdo adicionado 200 pL de
etanol 100%, submetendo ao vértex durante 5 segundos. Essa solucao foi transferida
para uma coluna de silica e centrifugada a 10.000 x g por 1 minuto a temperatura
ambiente. O tubo coletor foi descartado e a coluna transferida para um novo tubo. Em
seguida, adicionou-se 500 pL da solugdo Wash Buffer 1 e a solucéo foi centrifugada
a 10.000 x g por 1 minuto. Novamente o tubo coletor foi descartado e transferido para
um novo, onde foi adicionado 500 yL da solugdo Wash Buffer 2. A solucao foi
centrifugada a 15.000 x g por 3 minutos. A coluna foi entdo colocada em um tubo de
1,5 mL e adicionado 30 uL da solucéo Purelink Genomic Elution Buffer e incubado por

1 minuto a temperatura ambiente. Apos esse periodo, foi centrifugada 15.000 x g por
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1 minuto a temperatura ambiente. As amostras foram mantidas a -20°C até o momento

do uso.
4.3.2 Desenho de iniciadores e sondas para o alvo mitocondrial

Os iniciadores e sondas para o alvo mitocondrial foram desenhados através dos
programas OLIGO (verséo 4.0, 1999) e OligoAnalyzer (Integrated DNA Technologies),
com base nos alinhamentos das sequéncias de DNA de Plasmodium spp. realizados
pelo grupo. A Tabela 2 resume as sequéncias obtidas dos iniciadores e sondas para

P. falciparum e P. vivax.

Tabela 2. Ensaios obtidos para os alvos mitocondriais para P. vivax e P. falciparum.

Ensaio Sequéncia dos iniciadores e sonda

Senso 5'-GGAGATTACCCGACAAGGAA-3'

PV_COX3 |Anti-senso [5'-TCCGATGAATAGTTCAAGTTAC-3'
Sonda 5'-FAM-ACCGTTTAC-ZEN-GATACAGCCGCC-BHQ-3'
Senso 5'-ATCATGGATATCAGGATTAATCA-3'

PV_NC_1 |[Anti-senso [5'-ACATAACCAAATTACTAATACTG-3'
Sonda 5'-HEX-AGTTACAGC-ZEN-TTTTATAGGTTACGTTTT-BHQ-3'
Senso 5'-GGAGATTACCCGACAAGGAA-3'

PF_NC_1 |Anti-senso [5'-AAGTTACTGACATCTGCCCG-3'
Sonda 5'-HEX-ACCGTTTAA-ZEN-AATACAGCCGCCG-BHQ-3'
Senso 5'-AGATGCCAGGCCAATAACTC-3'

PF_NC_2 |Anti-senso [5-TCTTGAGGCAGTTTGTTCCC-3'
Sonda 5'-FAM-TGACGCTAT-ZEN-CAATTTTTAGCAAGACGG-BHQ-3'
Senso 5-ATCATGGATATCTGGATTGATTT-3'

PF_CYTB [Anti-senso [5'-ACATATCCAAATTACTGCTACTG-3'
Sonda 5'-FAM-TTTATGATA-ZEN-TTTATTGTAACTGCTTTCG-BHQ 3'

O alinhamento de diferentes sequéncias do genoma mitocondrial de Plasmodium
spp. recuperadas do banco de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) foi realizado utilizando o programa BioEdit (versdo 7.0.5, 2005, Ibis

Therapeutics) para averiguar a especificidade de cada set desenhado.
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4.3.3 Utilizacdo dos iniciadores e sondas para os alvos Pvr47 e Pfr364

Os iniciadores e sondas desenhados por Amaral e colaboradores (2019) para os
alvos Pvr47 e Pfr364 foram utilizados nos protocolos de gPCR e ddPCR (AMARAL et
al., 2019). Para aumentar a intensidade de fluorescéncia e sensibilidade do ensaio de
P. falciparum, modificagbes foram realizadas na sonda e no iniciador anti-senso
(Tabela 3).

Tabela 3. Sequéncia dos alvos Pvr47 e Pfr364.

Pfr364

Iniciador senso 5-CTCGCAATAACGCTGCAT-3

Iniciador anti-senso 5-TTCCCTGCCCAAAAACG- 3

Sonda 5-FAM-TGGTGCCGGGGG-ZEN-TTTCTACGC-lowaBlackFQ-3'
Pvr47

Iniciador senso 5-TCCGCAGCTCACAAATGTTC-3'

Iniciador anti-senso 5-ACATGGGGATTCTAAGCCAATTTA-3'

Sonda 5-FAM-TCCGCGAGG-ZEN-GCTGCAA-lowaBlackFQ-3'

4.3.4 Padronizacdo da qPCR e ddPCR para os alvos mitocondriais e néo

ribossomais

Na padronizacdo da gPCR, foram testados os iniciadores nas concentracdes de
300, 600 e 900 nM e as sondas em 150, 200 e 250 nM, na temperatura de anelamento
de 60°C. Apds a escolha das melhores condi¢des, amostras de DNA de individuos
sabidamente negativos e que ndo estiveram em area endémica, além de amostras
positivas para P. vivax e P. falciparum foram utilizadas para a analise da
especificidade dos iniciadores e sondas. O DNA de P. falciparum e P. vivax isolados
de sangue de pacientes previamente diagnosticados por microscopistas bem
treinados como mono infec¢des foi utilizado na padronizacdo da qPCR. Todos os
ensaios de gPCR foram realizados no equipamento ViiA™ 7 Real-Time PCR System
(Thermo Fisher Scientific), da Plataforma de PCR em Tempo Real do Instituto René
Rachou, e analisadas no QuantStudio™ Real-Time PCR Software (Thermo Fisher
Scientific).

Para a padronizacdo da ddPCR foram testadas diferentes temperaturas de

anelamento, de 58°C a 64°C, nas concentracdes de 900 nM para os iniciadores e 250
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nM para a sonda (condicdo recomendada pelo fabricante). Do mesmo modo, a
especificidade dos ensaios foi avaliada utilizando amostras negativas para malaria e
realizado teste cruzado com amostras positivas para as duas espeécies apds a
definicAo das condigbes ideais para a ddPCR. Os ensaios foram realizados
inicialmente utilizando o QX200™Droplet Generator (Bio-Rad), um sistema de
geracdo de gotas operado manualmente, e a leitura final realizado no equipamento
QX200™Droplet Digital™ PCR System (Bio-Rad), localizado nos Laboratorios
Federais de Defesa Agropecuéria, em Pedro Leopoldo/MG.

Posteriormente, 0 mesmo protocolo padronizado para a ddPCR foi executado em
um novo equipamento de geracdo de gotas, QX200 AutoDG Droplet Digital PCR
System (Bio-Rad), sistema automatizado que elimina as variacdes adicionadas pelo
usuario. A leitura final foi realizada no mesmo equipamento QX200™ Droplet Digital™
PCR System (Bio-Rad), localizado no Instituto René Rachou. A analise dos resultados
foi realizada no QuantaSoft™ Software (Bio-Rad), que mensura o niUmero de gotas
positivas e negativas, e utiliza as gotas positivas na distribuicdo de Poisson para
determinar a concentracdo do alvo em copias/uL. Para este calculo, é necessario que

0 experimento atinja 0 minimo de 10.000 gotas totais.
4.3.4.1 Definigcdo do Limite de Branco para os ensaios de ddPCR

Na ddPCR, eventos falso-positivos podem ocorrer a partir de diferentes fontes e,
portanto, determinar um limiar nos ensaios de quantificacdo se torna critico,
particularmente quando um alvo € esperado em baixas concentracdes
(ARMBRUSTER; PRY, 2008). O Limite do Branco (LoB) é caracterizado como a
menor concentragdo de um analito que pode ser mensurado com seguranga em um
procedimento analitico, ou a maior concentracéo aparente de um analito que pode ser
detectada quando replicatas de uma amostra sem analito sdo testadas
(ARMBRUSTER; PRY, 2008; CLSI/NCCLS, 2004). Desse modo, para 0s ensaios
Pfr364 e Pvr47 o LoB foi definido utilizando a formula (ARMBRUSTER; PRY, 2008):

LoB = média branco + 1.645 (Desvio Padrao branco)

onde o “branco” se refere as replicatas que ndo continham nenhum analito. Para o
calculo do LoB foi considerado o branco dos ensaios de P. vivax e P. falciparum em

conjunto.
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4.3.5 Determinacédo do Limite de deteccdo (LOD) e ensaio de quantificacéo de

P. vivax e P. falciparum

Para a avaliacdo do limite de deteccdo das técnicas de qPCR e ddPCR, foi
realizada a construcdo de plasmideos contendo as sequéncias especificas de cada
alvo para a realizagao de curvas-padréo para P. falciparum e P. vivax. Brevemente,
os alvos amplificados por PCR convencional foram dosados no NanoDrop 2000
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) e clonados no vetor pGEM-T Easy
Vector (Promega), conforme protocolo do fabricante. Posteriormente, foi realizada a
transformacdo em bactéria Escherichia coli TOP10 e apls esse processo,
aproximadamente 80 pL 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. No final do processo, as colénias selecionadas foram
submetidas a purificagdo com o kit QIAprep Miniprep (QIAGEN), conforme instru¢des
do fabricante e digestdo do plasmideo com a enzima EcoRI (Promega) para
confirmacéo da presenca do inserto. Confirmada a presenca dos insertos, foi realizada
a linearizacdo dos plasmideos com a enzima de restricdo Apal (Promega), e
quantificados no Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies). Para o calculo do nimero
de moléculas dos plasmideos foi utilizada a férmula (DE SOUZA et al., 2015):

[(6,02 x 10% cédpias/mol) x quantidade de DNA (g)]
[comprimento do DNA (pb) x 660 (g/mol/pb)]

Apoés realizada esta estimativa, o DNA plasmidial de cada espécie foi diluido em
oito pontos de diluicdo, com um fator de 5, tendo como ponto inicial a concentracao
de 2x10* copias/pL de plasmideo. Os pontos mais concentrados foram realizados em

triplicata, e para os mais diluidos, até 8 replicatas.

Amostras clinicas também foram utilizadas na determinacao do limite de deteccao
na gPCR e ddPCR. Para tal, duas amostras foram utilizadas para P. vivax e P.
falciparum, com parasitemia determinada por microscopistas experientes. Diluicbes
seriadas, com um fator de 3, foram realizadas de 220 parasitos/pL a 0,3 parasitos/uL
na gPCR e 0,1 parasitos/pyL na ddPCR. Na ddPCR todos os pontos foram realizados
em triplicata, assim como na qPCR, exceto pelos pontos mais diluidos, que foram

realizados em quintuplicata nesta técnica.
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Os ensaios de quantificacdo foram realizados na qPCR usando os plasmideos
(quantificacdo absoluta) e amostras clinicas (quantificacdo relativa). Para a
quantificacdo absoluta, foi realizada uma diluicdo seriada de 5 vezes entre cada ponto
com os plasmideos (de 2x10* a 0,128x10! cépias/uL) em triplicata. As curvas de
quantificacdo relativa foram realizadas com 3 amostras clinicas de P. vivax e P.
falciparum com parasitemias determinadas por microscopistas experientes. Essas
amostras foram diluidas em série com fator de 5 vezes entre cada ponto e a
quantificacdo realizada em triplicata. Para a estimativa do numero de copias
equivalentes a parasitemia/uL dos ensaios de quantificacdo relativa, os valores de Cq
obtidos foram interpolados na reta de regressdo obtida a partir da curva-padréo
realizada na qPCR, utilizando o programa GraphPad Prism versao 7 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com). Para a
validacdo desse modelo foram utilizadas 19 amostras clinicas de P. vivax e 13

amostras para P. falciparum.

Para os ensaios de limite de deteccao e quantificacdo, a parasitemia foi ajustada
para o equivalente do volume de sangue usado no diagnéstico molecular, como
mostrado na Tabela 4. O fator de concentracdo do sangue durante a extracdo do DNA,

mais o volume de solucao de hidratacéo utilizado na eluicdo do DNA foi de 1,2 vezes.

Tabela 4: Equivalente do volume de sangue utilizado no diagnéstico molecular.

Amostra | Volume de Volume de DNA | Volume de DNA Fator de
sangue extraido | eluido adicionado a PCR | concentracgdo?
(10ul)
Sangue 300 uL 50 uL 2 uL 1,2 vezes

1 Fator de concentracdo do template do material durante a extracdo do DNA, mais a solucdo de
hidratacéo para a eluicdo do DNA

4.4 Anélise da variabilidade genética de pfhrp2

A delecéo do gene foi inicialmente determinada por PCR convencional por meio
da amplificacdo dos genes pfhrp2, MAL7P1_228 e MAL7P1_230 (downstream e
upstream a pfhrp2, respectivamente), de acordo com o protocolo de Gamboa e
colaboradores (2010) (GAMBOA et al., 2010) (Apéndice 1). Para confirmacao dos
resultados obtidos, um segundo protocolo foi utilizado baseado na Nested PCR
(ABDALLAH et al., 2015) (Apéndice 1).
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A andlise da variabilidade genética de pfhrp2 foi realizada a partir do
sequenciamento do gene de acordo com o protocolo de Baker e colaboradores (2010)
(BAKER et al.,, 2010). As reacOes de sequenciamento foram realizadas utilizando o
sistema BigDye®Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific), que se baseia no método
de terminacdo de cadeia com ddNTPs descrito por Sanger e colaboradores (1977)
(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). Os produtos obtidos pela reacédo de sequenciamento
foram analisados por eletroforese capilar no sequenciador 3730xI DNA Analyzer
(Thermo Fisher Scientific). Para identificar os polimorfismos, as sequéncias foram
alinhadas utilizando os programas ClustalW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994) e Contig
Assembly Program (CAP) (HUANG, 1992), dentro do pacote BioEdit Sequence Alignment
Editor (HALL, 1999). A confirmacao da qualidade das bases foi realizada no programa
Phred (EWING et al.,, 1998) e o alinhamento das sequéncias de nucleotideos e sua

traducdo em aminodacidos foi realizada com o programa Mega X (KUMAR et al., 2018).

4.5 Diversidade genética das populacbes de P. falciparum

As populacdes de P. falciparum foram genotipadas para caracterizacdo da
multiplicidade de infeccdo. Para isso, foram analisados trés microssatélites
polimérficos: Polya, PfPK2 e TA87 (SU; WELLEMS, 1996) (Apéndice 1). As reacles
de genotipagem foram analisadas por eletroforese capilar utilizando o sistema ABI
3730xL DNA Analyzer (Thermo Fisher Scientific).

Os produtos da eletroforese foram analisados no programa GeneMapper™ versao
4.1 (Thermo Fisher Scientific). Os picos deveriam ter no minimo um pico de 200
unidades arbitrarias de fluorescéncia (rFU) para serem consideradas nas analises.
Além disso, um limiar de um terco da altura do pico predominante (o pico com maior
fluorescéncia) foi estabelecido para exclusdo de artefatos. Para as analises de
genética de populacdes foi considerado apenas o alelo predominante de cada locus.
A heterozigosidade esperada (He), o numero meédio de alelos por locus e as
frequéncias alélicas foram calculadas no programa Arlequin v.3.5 (EXCOFFIER; LAVAL;
SCHNEIDER, 2007). A multiplicidade de infeccdo (MOI) foi calculada dividindo-se o

namero total de alelos pelo nUmero de amostras para cada microssatélite.
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4.6 Analises Estatisticas

Os resultados da ddPCR e gPCR foram avaliados em termos de sensibilidade,
especificidade e limite de deteccdo. A concordancia entre os diferentes protocolos de
PCR foi avaliada por indices estatisticos especificos, tais como kappa. Testes
estatisticos paramétricos e nao paramétricos apropriados foram utilizados nas
analises de comparacdo de médias e comparacao de proporcdes entre 0S grupos
definidos no estudo, tais como: teste t, analise de variancia, teste de Qui-Quadrado
(x?) e Teste Exato de Fisher, conforme apropriado. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o pacote estatistico R (The R Project for Statistical Computing) e
GraphPad Prism versao 8.0.2 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California
USA, www.graphpad.com). As diferencas encontradas foram consideradas

estatisticamente significativas com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS
5.1 Determinacéao do perfil de delecédo de pfhrp2

Para essa parte do estudo, foram avaliadas 129 amostras de pacientes infectados
por P. falciparum do Amapa, Mato Grosso, Rond6nia e Roraima. Para determinar o
perfil de dele¢do foi utilizado inicialmente o protocolo descrito por Baker e
colaboradores (2005) e Gamboa e colaboradores (2010), baseado na PCR
convencional, que amplifica o gene pfhrp2 e genes que o flanqueia downstream e
upstream. Utilizando este protocolo, a taxa de delecéo de pfhrp2 para todas as regifes
estudadas foi de 47% (Figura 5).

Figura 5. Frequéncia do perfil genético de pfhrp2 segundo os protocolos de Baker e colaboradores
(2005) e Gamboa e colaboradores (2010).
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Para confirmar estes resultados, o protocolo descrito por Abdallah e
colaboradores (2015) foi aplicado as mesmas amostras. A Tabela 5 e a Figura 5
resumem os resultados obtidos para a amplificacdo do gene pfhrp2 utilizando este

protocolo.
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Tabela 5. Andlise do perfil de delecdo do gene pfhrp2 utilizando o protocolo de Abdallah e
colaboradores (2015).

Rondoénia, % Mato Grosso, % Amapa, % Roraima, %
(n=33) (n=40) (n=11) (n=48)
pfhrp2 + 31 (93,9) 36 (90) 11 (100) 41 (85,4)
pfhrp2 - 2(6,1) 4 (10) 0 7 (14,6)

Para as 33 amostras analisadas de Rondonia, 2 amostras foram pfrhp2 negativas
(6,1%). Maiores frequéncias de delecdo foram observadas nos estados de Mato
Grosso, onde das 40 amostras analisadas, 4 (10%) foram negativas e 7 (14,6%) das
48 amostras do estado de Roraima. No estado do Amap4, as 11 amostras testadas
foram positivas para pfhrp2. Quando analisadas em conjunto, as taxas de amostras
pfhrp2 negativas em todas as regides foi de 10%. Diversos perfis de delecdo foram
encontrados quando foi analisado o pfhrp2 e seus genes flanqueadores (Tabela 6). A

delecdo do gene upstream MAL7P1.230 foi observada com mais frequéncia.

Tabela 6. Diferentes perfis de dele¢édo de pfhrp2 encontrados nas amostras analisadas.

MAL7P1_230  pfhrp2 MALP1 228 N (%)?
Presente Presente Presente 69 (51,5%)
Ausente Presente Presente 45 (33,6%)
Ausente Presente Ausente 3 (2,2%)
Presente Presente Ausente 2 (1,5%)
Ausente Ausente Ausente 8 (6,0%)
Ausente Ausente Presente 5 (3,7%)
Presente Ausente Ausente 2 (1,5%)

a Os perfis de delecéo de pfhrp2 estdo em negrito

Ao comparar os dois protocolos utilizados, € possivel observar uma diferenca
significativa na taxa de amostras pfhrp2 negativas (46% para o primeiro protocolo vs.
10% para o segundo) (Figura 5). Em geral, ndo houve reprodutibilidade entre os
protocolos para as amostras com baixa parasitemia (Média geométrica = 1.795
parasitos/uL, 95% IC = 1.131 — 2.847 para amostras com resultados concordantes vs.
Média geométrica = 1.304, 95% IC = 776 — 2.190 para amostras com resultados

discordantes, P = 0,166 pelo teste Mann-Whitney).

Noventa e quatro amostras (71%) foram testadas com RDTs e somente 4 (4,3%)
foram negativas para P. falciparum. Uma amostra testada de 94 (1,1%) foi negativa
no RDT e apresentou delecéo de pfhrp2. No entanto, esta era uma amostra com baixa

parasitemia (20 parasitos/uL) (Figura 6).
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Figura 6. Associacao entre o resultado dos RDTs e parasitemia das amostras testadas. Amostras
de Rondénia e Roraima foram avaliadas com o teste SD Bioline Malaria Ag P.f/Pan test (Aboot) no
momento da coleta de sangue; amostras de papel de filtro de Mato Grosso foram avaliadas com o teste
SD Bioline Malaria Ag P.f (Standard Diagnostics). Amostras pfhrp2 negativas estdo em negrito. RDT -,

resultado negativo no RDT; RDT +, resultado positivo.
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Para 84 amostras com parasitemia definida por MO, a maioria das amostras
com resultado negativo no RDT apresentava baixa parasitemia (de 20 a 1.500
parasitos/uL) (Figura 6). Oito amostras pfhrp2 negativas tiveram resultado positivo no
RDT. Andlises preliminares por PCR convencional mostraram que essas amostras
também foram negativas para pfhrp3. Os dados de RDT para as demais amostras
pfhrp2 negativas ndo estavam disponiveis.

5.2 Diversidade genética das populacdes de P. falciparum

Para a caracterizacdo genética, as amostras foram genotipadas utilizando trés
microssatélites: TA87, Polya e PfPK2. No total, 99/132 (75%) amostras foram
genotipadas com sucesso. A maioria das amostras foi definida como policlonal
(62/99), tendo o valor de MOI variando de 1,06 a 1,66 (Tabela 7). De forma geral, as
populacdes de P. falciparum aqui analisadas mostraram alta diversidade genética,
sendo ela maior em Ronddnia e Roraima, enquanto Mato Grosso apresentou a menor

diversidade.
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Tabela 7. Multiplicidade de infeccao e diversidade genética das populacdes de P. falciparum de 4

estados da Amazonia Brasileira.

Populacéo N MOl N°. de alelos por locus, Diversidade genética (Hg),
média + SD média + SD

Amapa 11 1,06 26+11 0,527+ 0,191

Mato Grosso 9 166 2,0+17 0,250 + 0,433

Rondénia 33 1,20 6,0+2,0 0,636 = 0,192

Roraima 46 1,27 53%+25 0,595 +0,111

Das amostras pfhrp2 negativas, 10/13 amostras puderam ser genotipadas.

Destas, 9 amostras eram infec¢des policlonais (Tabela 8). Além disso, destas 10

amostras genotipadas, 9 foram testadas com RDT e apenas uma, com baixa

parasitemia (20 parasitos/uL), foi negativa no RDT (Figura 6).



Tabela 8. Frequéncia alélica dos 3 microssatélites de P. falciparum genotipados nesse estudo.
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Locus, alelo Amapa (N =11)

Mato Grosso (N =9) Rondbénia (N = 33)

Roraima (N = 46)

TA87
90 0,090 0,111 0,121 0,065
93 0,454 0,444 0,303 0,087
96 0,363 - 0,151 0,109
99 - - 0,060 -
102 - - 0,060 0,022
108 0,090 0,333 0,090 0,522
111 - 0,111 0,181 0,022
114 - - - 0,109

Polya

162 - - 0,030 -
165 0,545 - 0,242 0,130
174 0,454 1,000 0,696 0,173
180 - - - 0,695

PfPK2
163 - - 0,030 -
166 - - 0,030 -
169 - - 0,090 0,391
172 - 1,000 0,212 0,021
175 0,182 - 0,030 -
178 0,818 - 0,606 0,500
184 - - - 0,065

5.3 Variabilidade das sequéncias de pfhrp2

Para a analise de variabilidade de HRP2, 34 amostras foram sequenciadas e a

composicdo de aminoacidos dessas sequéncias foi agrupada em diferentes tipos de

repeticdes, de acordo com Baker e colaboradores (2005; 2010). A composicao das

repeticdes de aminoacidos das amostras foi similar para todas as regides (Tabela 9).

Todas as amostras comecaram com a repeticdo do tipo 1 (AHHAHHVAD) e

terminaram com o tipo 12 (AHHAAAHHEAATH). As repeticdes com maior nUmero de
unidades repetitivas por amostra foram os tipos 2 (AHHAHHAAD) e 7 (AHHAAD).

Algumas repeti¢cdes foram mais raras, como o tipo 4 (AHH), presente somente no
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estado de Mato Grosso, assim como os tipos 9 (AAY), 11 (AHN), 13 (AHHASD) e tipo
14 (AHHAHHATD), ausentes em todos os estados.

Tabela 9. Tipos e quantidade de repeticdes no gene pfhrp2 nas 34 amostras de P. falciparum

analisadas.
NUmero minimo e méaximo de repeti¢des 2
Regiao
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Amapa (N=9) 4-6 9 1-2 0 2 34 6-10 1 0 23 0 1 0 0

Mato Grosso (N=6) 2-4 9-12 2 0-1 0-2 36 811 01 O 0-3 0 1 0 0
Rondénia(N=10) 2-4 9-12 1-2 O 1-2 214 98 1 0 0-2 0 1 0 0

Roraima (N = 9) 2-4 9-12 2 0 0-2 35 8-11 0-1 O 0-3 0 1 0 0

@ As repeticbes de aminoacidos foram identificadas como descrito por Baker e colaboradores (2005;

2010).

Tendo como base as repeticdbes encontradas, foram definidos 10 padrbes de
sequéncias para as amostras analisadas neste trabalho (Figura 7). Cada estado
apresentou um perfil distinto dos padrdes identificados de PfHRP2 (Figura 8).

Somente em Ronddnia e Mato Grosso o padréo Il foi observado em alta frequéncia.

Figura 7. Distribuicdo de frequéncia dos padrées de sequéncias de PfHRP2 para os isolados de P.

falciparum da Amazénia Brasileira.
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Figura 8. Diferentes padrdes encontrados nos estados analisados neste estudo.
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Em uma analise de variabilidade genética de pfhrp2 de amostras da América do
Sul, onde foi possivel encontrar 8 diferentes padrées ndo observados nas amostras
analisadas neste estudo, observamos que o padréo | é o mais prevalente no Brasil e
Guiana Francesa (Tabela 10). Os resultados obtidos neste estudo para o perfil de
delecéo e variabilidade de pfhrp2 foram compilados no artigo “A comprehensive
analysis of genetic diversity of Plasmodium falciparum histidine-rich protein 2
(PfHRP2) in the Brazilian Amazon” (Apéndice 2).



Tabela 10. Frequéncia dos padrfes das sequéncias de PfHRP2 das amostras da América do Sul.
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Brasil, Guiana Francesa, |Colémbia, |Peru, Suriname,

Padrées N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
I 11 (26,2) 16 (55,2) 0 0 0

Il 3(7,1) 0 0 0 0

1 8 (19,0) 0 0 1(25,0) 0

v 6 (14,3) 0 0 0 0

V 6 (14,3) 4 (13,8) 0 0 0

VI 2 (4,8 3 (10,3) 0 0 0

Vi 1(2,4) 0 0 0 0

VIl 1(2,4) 1(3,5) 0 0 0

IX 1(2,4) 0 0 0 0

X 1(2,4) 0 0 0 0

Xl 1(2,4) 13,5 0 0 0

Xl 1(2,4) 0 0 0 1 (100,0)
Xl 0 0 0 2 (50,0) 0
XV 0 0 0 1(25,0) 0

XV 0 0 1 (50,0) 0 0

XVI 0 0 1 (50,0) 0 0
XVII 0 3(10,3) 0 0 0
XVII 0 13,5 0 0 0
Total, N 42 29 2 4 1

5.4 Padronizacdo dos protocolos moleculares para amplificacdo dos alvos

mitocondriais

5.4.1 Padronizacao da qPCR para os alvos mitocondriais

Cinco diferentes ensaios foram desenhados para a deteccao de P. falciparum e
P. vivax, tendo como alvo diferentes regides no genoma mitocondrial (Tabela 2).
Embora o genoma mitocondrial ser altamente conservado entre as espécies de
Plasmodium, o alinhamento dos iniciadores e sondas de cada ensaio com as
sequéncias do genoma de diferentes espécies de Plasmodium mostra a presenca de

alguns polimorfismos utilizados para a sua diferenciagéo (Figura 9).

Um amplo screening foi realizado com todos os ensaios para avaliar a reacao
cruzada entre P. falciparum e P. vivax, além de amostras de humanos néo infectados
por Plasmodium. No total, 60 amostras clinicas e 26 amostras de humanos nao
infectados foram utilizadas nos testes. A Tabela 11 resume os dados de parasitemia

das amostras utilizadas.
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Figura 9. Alinhamento de diferentes sequéncias do genoma mitocondrial de P. falciparum e P. vivax. As regides de diferenciacdo de cada espécie estédo
destacados em preto; em (A) esta o conjunto obtido para P. falciparum e em (B), para P. vivax.
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PFENC IFORWARD GOGAGATTACCCGACAAGGAA

PF_NC_I PROBE ACCGTTTAAPATACAGCCGCCG

PF NC 1 REVERSE CGGGECAGATGTCAGTAACTT

Plasmodium falclparum GGAGATTACCCGACAAGGAATTTTGCTACCTTAGGACCGTTTA ATACAGCCGCCGT TTATCATTGATGCCGOGGCAGATGTCAGTAACTT
Plaswmcdimm sivium GOGAGATTACCCGACAAGGAATTTTGCTACCTTAGGACCGTTTA ATACAGCCGCCGTTTATCATTGATGCCGGGCAGATGTCAGTAACTT

Plasinodium maloriae GGAGATTACCCGACAAGGAATTTTGCTACCTTAGGACCGTTTA TACAGCCGCCGTTTATCATTGATGCCGGGCAGATGTCAGTAACTT
Plasmodiion vivax GOGAGATTACCCGACAAGGAATTTTGCTACCTTAGGACCGTTTA TACAGCCGCCGTTTATCATTGATGCCGGGCAGATGTCAGTAACTT
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PV COX3 FORWARD GGAGATTACCCGACAAGGAA

PV COX3 PROBE ACCGTTTAEGATACAGCCGCC

PV COX3 REVERSE CGGGCAGATGTCAGTAACTT

PV COX3 REVERSE GTAACTTGAACTATTCATCGGA
Plasmodinn vivax GGAGATTACCCGACAAGGAATTTTGCTACCTTAGGACCGT TTAC|GATACAGCCGCCGTTTATCATTGATGCCGGGCAGATGTCAGTAACTTGAACTATTCATCGGA
Plasmodinnt simimm GGAGATTACCCGACAAGGAATTTTGCTACCT TAGGACCGT TTARGATACAGCCGCCGTTTATCATTGATGCCGGGCAGATGTCAGTAACTTGAACTATTCATCGGA
Plasmodinm malarice GGAGATTACCCGACAAGGAATTTTGCTACCTTAGGACCGT TTAC|IGATACAGCCGCCGTTTATCATTGATGCCGGGCAGATOGTCAGTAACTTGAATTATTCATCGGA
Plasmodium falciparum GGAGATTACCCGACAAGGAATTTTGCTACCTTAGGACCGT TTARBATACAGCCGCCGTTTATCATTGATGCCGGGCAGATGTCAGTAACTTGAAATATTCATCAGA
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Para o ensaio que tem como alvo o citocromo oxidase 3, PV_COX3, uma taxa de
23,4% de amplificacdo néo especifica com P. falciparum foi observada, com valores
de Cq de 35,1 a 39,9, e uma sobreposicdo de Cq com as amostras especificas de
3,8%. A amplificacdo néo especifica foi observada para 1 de 67 (1,5%) reacdes com

as amostras de humanos néao infectados por Plasmodium (Tabela 11).

Para o ensaio PV_NC _1, trés de 6 amostras de outras espécies de Plasmodium
(50%) tiveram amplificacao inespecifica com Cq médio de 34,8 (intervalo = 32,7 —
38,8) e 11% (8 de 68) das reacdes utilizando amostras de humanos néo infectados
por Plasmodium amplificaram para este ensaio (Cq médio = 36,5; intervalo = 31,3 —
38,6) (Tabela 11). Para a amplificacdo especifica de P. vivax, este ensaio teve uma
taxa de 95,7%, com Cq médio de 30,6 (27,0 — 37,4). Todas as amplificacdes
inespecificas tiveram valores de Cqg acima da média das especificas. Uma
sobreposicao entre o Cq das amplificacdes inespecificas e especificas foi observada
em 31,8% das amostras analisadas.

Dois ensaios tiveram como alvo regides ndo codificantes do genoma mitocondrial
de P. falciparum. Para o ensaio PF_NC_1, o Cq médio das amostras especificas foi
de 22,0 (12,7 — 34,6), e para o0 ensaio PF_NC_2, o Cq médio foi de 25,9 (19,3 — 29,8).
Para o ensaio PF_NC_1, quatro de 15 amostras de P. falciparum ndo amplificaram,
sendo que este resultado ndo esta associado com baixa parasitemia (média
geométrica = 1.224 parasitos/uL) (Tabela 11). Este ensaio apresentou amplificacao
inespecifica em 14,6% (11 de 75) das reacdes, sendo 11,8% (2 de 17) delas de
amostras de P. vivax. Para o ensaio PF_NC_2, 27,8% (27 de 97) de amplificacéo
inespecifica foi observada, sendo 38,9% (7 de 18) delas de P. vivax. Para as amostras
de humanos néo infectados por Plasmodium, observou-se uma taxa de 20,9% (9 de
43) e 33,3% (20 de 60) de amplificagdo, para os ensaios PF_NC_1 e PF_NC_2,
respectivamente (Tabela 11). Houve uma sobreposicao de 18,1% e 8,9% entre o Cq
das amplificacdes inespecificas e especificas para os ensaios PF_NC 1 e PF_NC_2,

respectivamente.
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Tabela 11. Resumo dos dados para cada ensaio dos alvos mitocondriais.

Parasitemia por
MO Amplificagdo nédo especifica* Total* Cutoff
Amplificagéo especifica de
: Plasmodium * ifi 5
Ensaio Outras espécies de Humano néo infectado por Ampl|f~|cagao
Média geométrica Plasmodium** Plasmodium nao
(parasitos/uL) especifica (%)
P H Positividade | Cq médio | Positividade | Cq médio | Positividade | Cq médio
(%) (intervalo) (%) (intervalo) (%) (intervalo)
3.802 26,5 37,7
PV_COX3 (Cles 2.745.5.265) 41/43 (95,3) (18,0 - 35.4) 11/47 (23,4) (35.1  39,9) 1/67 (1,5) - 12/157 (7,6) 34,1
1.159 30,6 34,8 36,5
PV_NC_1 (Cles 343.7.3.911) 22/23 (95,7) (27.0 - 37.4) 3/6 (50) (32,7 - 38.8) 8/68 (11,8) (313 38.,6) 11/97 (11,3) 34,3
1.587 22,0 34,7 36,3
PF_NC_1 (Cles 380,9-6.614) 11/15 (73,3) (12.7 - 34.6) 2/17 (11,8) (33,4 - 36,0) 9/43 (20,9) (33.0.39.7) 11/75 (14,6) 32,9
1.255 25,9 34,6 36,6
PF_NC_2 (Cles 415,0.3.795) 18/19 (94,7) (19,3 29.8) 7/18 (38,9) (29,2 - 37.4) 20/60 (33,3) (32.7 . 38.8) 27197 (27,8) 31,2
1.337 “ 23,2 38,3 37,1
PF_CYTB (Cles 325.6.5.489) 36/66 (54,5) (13,0 . 33.3) 5/8 (62,5) (38,0 - 38.,4) 33/171 (19,3) (34,8 39.8) 38/245 (15,5) 34,9

* Nesta tabela foram incluidas a soma de todas as reacdes testadas. ** Outras espécies de Plasmodium testadas: no ensaio PV_COX3 foram testadas 47
amostras de P. falciparum; no ensaio PV_NC_1 foram testadas 6 amostras de Plasmodium: Plasmodium simium (n=2), P. malariae/P. brasilianum (n=2) e P.
falciparum (n=2); para PF_NC_1 foram testadas 17 amostras de P. vivax; para PF_NC_2 foram testas 18 amostras de P. vivax; para o ensaio PF_CYTB, foram
testadas 8 amostras de Plasmodium: : P. simium (n=2), P. malariae/P. brasilianum (n=2) e P. vivax (n=2). #PF_CYTB: 21 amostras ndo amplificaram devido ao
uso de DMSO.
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A amplificacdo inespecifica para o ensaio que teve como alvo o citocromo b de
P. falciparum, PF_CYTB, foi identificada em 15,5% (38 de 245) das reac0es, incluindo
62,5% (5 de 8) amostras de P. vivax e 19,3% (33 de 171) das reac¢Oes utilizando
amostra de humanos néo infectados por Plasmodium (Tabela 11). Neste ensaio,
diferentes concentracbes de DMSO (1% a 5%) foram utilizadas para reduzir a
amplificacdo néo especifica, assim como avaliar seu efeito em relacdo as
amplificacbes especificas. De 52 amostras testadas com DMSO (amostras de
humanos néo infectados por Plasmodium e P. vivax), quatro tiveram amplificacdo nao
especifica (7,7%), e 21 de 66 (31,8%) amostras especificas de Plasmodium né&o
amplificaram devido a inibicdo do DMSO, diminuindo a sensibilidade do ensaio
PF_CYTB (Tabela 11). Seis de 66 amostras especificas testadas sem DMSO néao
amplificaram e esse resultado ndo foi associado com baixa parasitemia (média
geométrica = 1.240 parasitos/uL). O maior valor de Cq para as amplificacfes
especificas foi de 33,3, quase um ciclo menor que o Cg minimo das amplificacdes nao
especificas (intervalo = 34,8 — 39,8). Nao houve sobreposicdo entre as amplificacdes
especificas e ndo especificas para este ensaio.

Inicialmente, para minimizar a amplificacdo inespecifica, diferentes parametros
foram modificados, como a concentracdo dos iniciadores e sondas de cada ensaio, as
condi¢cBes de desnaturacdo e anelamento dos iniciadores e o numero de ciclos da
reacao. A concentracdo dos iniciadores variou de 0,3 uM a 0,9 uM e das sondas de
0,15 uM a 0,25 pM. A temperatura de anelamento variou de 52° C & 63° C. Essas
modifica¢cdes diminuiram o nimero de amplificacdes inespecificas em alguns casos,
entretanto, ndo as eliminou na sua totalidade. Além disso, o valor de Cq para as
amostras especificas aumentou, mostrando que as alteragbes na temperatura de
anelamento e na concentracdo dos iniciadores e sondas interferiram na sensibilidade

dos ensaios.

Um limiar de deteccdo (cutoff) foi estabelecido para cada ensaio usando os
valores de Cq das amplificacGes especificas e inespecificas, baseado na sensibilidade
e especificidade dados pela curva ROC. O valor 6timo do cutoff foi determinado como
>90% de especificidade (Tabela 11). Mesmo com a utilizacdo do cutoff, ndo foi
possivel separar as amplificacdes especificas das inespecificas (Figura 10). Os

resultados observados do processo de padronizacdo dos ensaios baseados no
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genoma mitocondrial de Plasmodium foram compilados no artigo “Malaria diagnosis
based on mitochondrial targets: Challenges and Pitfalls” e sera submetido em breve

na revista Malaria Journal (Apéndice 3).

Figura 10. Distribuicdo dos valores de Cq para as amplificacdes especificas e inespecificas por
ensaio na gPCR. (A) P. vivax citocromo oxidase 3. (B) P. vivax regido nao codificante 1. (C) P.
falciparum regido nédo codificante 1. (D) P. falciparum regido ndo codificante 2. (E) P. falciparum
citocromo oxidase b. P. vivax + e P. falciparum +, amostras positivas para P. vivax e P. falciparum,
respectivamente, previamente testadas usando diferentes protocolos moleculares; Human -, amostras
de voluntarios saudaveis de uma area ndo endémica para maléria (testadas com protocolos diferentes
de PCR). As barras de erros representam o Cgq médio e desvio padréo. A linha tracejada representa o

cutoff definido para cada ensaio pela curva ROC.
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5.4.2 Padronizagdo da ddPCR para os alvos mitocondriais

Para a padronizacao da ddPCR, os mesmos alvos mitocondriais desenhados para
P. vivax e P. falciparum na gPCR foram utilizados, simultaneamente. De forma similar,
para sua padronizacao, foi realizado um gradiente de temperatura (58°C a 62°C), na

concentracéo de iniciadores de 900 nM e sonda, 250 nM, como recomendado pelo
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manual da ddPCR (Bio-Rad). Mesmo com a amplificacéo eficiente para as amostras
especificas de cada espécie, amplificacdes inespecificas também foram observadas
neste método realizando o teste cruzado entre P. vivax e P. falciparum e amostras de

humanos nao infectados por Plasmodium (Figura 11).

Figura 11. Teste de especificidade para P. falciparum e P. vivax. Cada ponto (azul e preto)
representa uma gota gerada pelo QX200 Droplet Generator (Bio-Rad). Cada gota pode apresentar
nenhuma, uma ou mais moléculas de DNA. Quando ndo existe material genético a ser amplificado,
essa gota é considerada negativa quando lida no QX200 Droplet Reader (Bio-Rad) (pontos pretos); os
pontos azuis sdo as gotas positivas. (A) Teste de especificidade de um ensaio de P. falciparum
utilizando amostras de P. vivax e de humanos nao infectados por Plasmodium. (B) Teste de
especificidade de um ensaio de P. vivax utilizando amostras de P. falciparum e de humanos néo
infectados por Plasmodium.
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Ajustes nas concentracfes para os ensaios de P. vivax e P. falciparum foram
realizados, assim como na temperatura, na tentativa de diminuir as amplificacdes
inespecificas, embora sem sucesso. Diante da impossibilidade de obter ensaios
especificos, tanto na ddPCR, quanto na qPCR, os ensaios com alvos mitocondriais

nao foram mais utilizados.

5.5 Padronizacdo dos protocolos moleculares para amplificacdo dos alvos
nucleares néo ribossomais
5.5.1 Padronizacdo da ddPCR

Para o ensaio de P. falciparum (Pfr364), foi realizado um teste com as
temperaturas de 58°C, 61°C e 62°C. E importante ressaltar que para esta espécie
duas populacdes bem definidas de gotas positivas séo visiveis, sendo essas
populacdes de amplicons com tamanhos distintos devido as copias nao idénticas do
alvo Pfr364 no genoma de P. falciparum. Adicionalmente, um threshold de 4.000
unidades de fluorescéncia relativa (RFU) foi definido, auxiliando assim na eliminagao
das populacbes de menor amplitude (Figura 12). O ensaio permaneceu sem
amplificacéo inespecifica quando testado com amostras de controle negativo e de P.

vivax (Figura 12B). A temperatura de 58°C foi definida como a temperatura 6tima.

Figura 12. (A) Padronizacdo da temperatura de anelamento dos primers utilizados na ddPCR para o
alvo Pfr364. (B) Teste de especificidade com amostras de P. vivax e controles negativos de humanos

néo infectados por Plasmodium. A primeira coluna se refere a um controle positivo para P. falciparum.
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Para o ensaio de P. vivax (Pvr47) foi possivel obter uma boa amplitude em todas
as temperaturas testadas (57 a 59°C) com uma queda discreta na amplitude na
temperatura de 59°C (Figura 13). O ensaio ndo apresentou amplificacdo inespecifica
quando testado com amostras de P. falciparum ou controles negativos (Figura 13B).
A temperatura de 58°C foi definida como a 6tima e o threshold de 3.000 RFU foi

estabelecido.

Figura 13. (A) Padronizacdo do ensaio Pvr4d7. (B) Teste de especificidade com amostras de P.
falciparum e controles negativos de humanos néo infectados por Plasmodium. A primeira coluna se

refere a um controle positivo para P. vivax.
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Adicionalmente ao threshold estabelecido para ambos os ensaios, o LoB também
foi aplicado. O numero de gotas positivas de quatorze amostras sem analito de sete
experimentos independentes foram selecionados para o calculo do LoB (dados néo
mostrados). O valor obtido foi de 2 gotas e aplicado aos resultados das quantificagoes.
Ou seja, as amostras foram consideradas positivas somente acima deste valor de

gotas positivas.

5.6 Limite de deteccédo dos alvos Pvr47 e Pfr364

5.6.1 Limite de deteccdo na gPCR

Para realizar os ensaios com os alvos de P. vivax (Pvr47) e P. falciparum (Pfr364)
na gPCR, foram utilizadas as condicbes padronizadas previamente por Amaral e
colaboradores (2019). Inicialmente, utilizando um plasmideo contendo o fragmento do
alvo Pvr47 de P. vivax foi realizada uma diluicdo seriada, de 2x10* a 2,56x10*
copias/uL. Nos dois experimentos realizados em triplicata, € possivel observar a

amplificacédo do alvo até a concentracéo de 1,28 cépias/pL (Tabela 12).



62

Tabela 12. Determinacao do limite de deteccdo para o alvo Pvr47 de P. vivax na gPCR utilizando

plasmideo.
i Ne° replicatas -

P'?S.m"/jef positivas/total (%) Cq medio (Cq SD) Total

(copias/uL) Expl Exp2 Expl Exp2
2,00E+04 3/3 (100%) 3/3 (100%) 24,8 (0,2) 249 (0,1) e6/6
4,00E+03 3/3 (100%) 3/3 (100%) 27,1  (0,2) 27,2 (0,1) 6/6
8,00E+02 3/3(100%) 3/3 (100%) 29,2 (1,3) 29,7 (0,1) 6/6
1,60E+02 3/3 (100%) 3/3 (100%) 32,1 (0,5) 32,2 (0,1) 6/6
3,20E+01 3/3 (100%) 3/3 (100%) 34,8 (0,1) 348 (0,2) 6/6
6,40E+00 3/3 (100%) 3/3 (100%) 36,7 (0,3) 37,3 (0,3) 6/6
1,28E+00 2/3 (66,6%) 3/3(100%) 38,5 (0,5) 395 (0,4) 5/6
2,56E-01 0/3 (0%) 0/3 (0%) - - - - 0/6

Para definir o limite de deteccéo utilizando amostras clinicas, duas amostras
diferentes foram utilizadas com parasitemias determinadas por microscopia (Tabela
13). Na concentragao de 0,9 parasitos/uL, todas as amostras foram amplificadas com
sucesso. Além disso, o alvo foi amplificado com sucesso (> 80%) na concentracdo de

0,3 parasitos/yL nas duas amostras testadas.

Tabela 13. Determinacao do limite de deteccéo utilizando amostras clinicas de P. vivax.

N° replicatas

Parasitemia positivas/total (%) Cq médio (Cq SD) Total
(parasitos/uL) Expl Exp2 Expl Exp2

220 3/3 (100%)  3/3(100%) 25,7 (0,28) 27,1 (0,01) 6/6
73 3/3 (100%)  3/3(100%) 28,1 (0,36) 29,2 (0,1) 6/6
24 3/3 (100%)  3/3(100%) 29,8 (0,38) 30,9 (0,18) 6/6

8 5/5(100%) 5/5(100%) 315 (0,87) 32,6 (0,39) 10/10

2,7 5/5(100%) 5/5(100%) 34,0 (0,92) 34,5 (0,47) 10/10

0,9 5/5(100%)  5/5(100%) 35,2 (1,59) 36,1 (0,83) 10/10

0,3 4/5 (80%) 4/5 (80%) 37,2 (0,93) 37,5 (1,22) 8/10

Ja para P. falciparum, as concentragées de 2x10* até 2,56x10 copias/pL também
foram utilizadas na construcédo das curvas para o limite de deteccdo. Para o alvo
Pfr364, a concentracdo minima detectada nos dois experimentos foi de 6,4 copias/uL
(Tabela 14).

Tabela 14. Determinacao do limite de deteccdo do ensaio Pfr364 de P. falciparum utilizando plasmideo.
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Plasmideo N° replicatas positivas/total Cq médio (Cq SD)
(cOpias/uL) Total
Expl Exp2 Expl Exp2
2,00E+04 3/3 (100%) 4/4 (100%) 25,5 (0,08) 25,6 (0,09) 7/7
4,00E+03 3/3 (100%) 4/4 (100%) 28,0 (0,25) 28,1 (0,18) 7/7
8,00E+02 3/3 (100%) 4/4 (100%) 30,5 (0,37) 30,5 (0,14) 7/7
1,60E+02 3/3 (100%) 4/4 (100%) 31,9 (0,42) 32,6 (0,86) 7/7
3,20E+01 8/8 (100%) 4/4 (100%) 359 (0,85) 352 (0,64) 12/12
6,40E+00 7/8 (87,5%) 3/4 (75%) 37,0 (0,48) 37,01 (0,53) 10/12
1,28E+00 0/8 (0%) 1/4 (25%) - - 36,4 - 1/12
2,56E-01 1/8 (12,5%) 0/4 (0%) 37,3 - 25,6 - 1/12

Para as amostras clinicas, houve uma boa concordancia de detec¢éo até o valor

de 2,7 parasitos/pL, onde acima de 80% das amostras amplificaram (Tabela 15).

Tabela 15. Determinacao do limite de detecc¢éo utilizando amostras clinicas de P. falciparum.

N° replicatas Cq médio (Cq SD)
Amostra positivas/total (%) Total
(copias/uL) Expl Exp2 Expl Exp2
220 3/3(100%) 3/3(100%) 305 (0,19) 251 (0,84)  6/6
73 3/3(100%)  3/3 (100%) 323 (0,54) 27,1 (0,64)  6/6
24 3/3(100%)  3/3(100%) 341 (0,59) 28,8 (L,64)  6/6
8 5/5(100%)  5/5(100%) 36,1 (1,13) 30,8 (1,29) 10/10
2,7 3/5(60%)  5/5(100%) 37.4 (0,94) 335 (0,87) 8/10
0.9 1/5(20%)  5/5(100%) 37,8 - 357 (051) 6/10
03 0/5 (0) 5/5 (100%) - . 372 (0,56) 5/10

5.6.2 Limite de deteccdo na ddPCR

Para definir o limite de deteccdo na ddPCR, amostras clinicas com parasitemia
conhecida foram utilizadas. Diluicbes seriadas foram realizadas de 24 parasitos/uL a
0,1 parasitos/uL. Para o ensaio Pvr47 de P. vivax, o alvo foi detectado em todas as
concentracbes em pelo menos 2 replicatas para a amostra testada (Tabela 16). O

ensaio foi capaz de detectar e quantificar até o limite de 0,1 parasitos/puL.

Para o ensaio Pfr364 de P. falciparum, a amplificacéo e quantificac&o foi realizada
com sucesso (>66%) em todas as concentracfes avaliadas (Tabela 17). Apesar da
diferenca de gotas positivas e quantificagdo entre as amostras testadas, pode-se
observar que para a amostra 1 houve 100% de detecgéo em todos 0os pontos da curva.



Tabela 16. Determinacéo do limite de detec¢céo do ensaio Pvr47 de P. vivax na ddPCR.
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paasiome Amosa ) | e goes [ Concentecio nélia | mostaz o | 6o d0e | Concenvacio méa | v
24 3/3 (100%) 359 20,6 + 0,5 3/3 (100%) 36 20,2 6/6
8 3/3 (100%) 127 7,2+0,7 3/3 (100%) 10 1+0,2 6/6
2,7 3/3 (100%) 46 2,6+0,6 3/3 (100%) 3 0,2 + 0,04 6/6
0,9 3/3 (100%) 16 0,9%0,5 0/3 (0) 1 0,04 + 0,03 3/6
0,3 2/3 (66,6%) 0,3+0,2 0/3 (0) 0 0 2/6
0,1 2/3 (66,6%) 2 0,1+0,1 0/3 (0) 0 0 2/6

Tabela 17. Limite de deteccédo para cada amostra clinica testada com o ensaio Pfr364.

paasiemie | amosia g | NG oies | Conceniecio nilia [umostaz | "t g5t | Concentecit nedie | roa
24 3/3 (100%) 534 30,1£0,5 3/3 (100%) 100 51%0,9 6/6
8 3/3 (100%) 202 11,8+ 0,8 3/3 (100%) 30 1,6 £0,1 6/6
2,7 3/3 (100%) 69 41%0,3 2/3 (66,6%) 9 0,52 0,4 5/6
0,9 3/3 (100%) 24 1,4+0,2 3/3 (100%) 6 0,3%0,2 6/6
0,3 3/3 (100%) 0,3%0,1 1/3 (33,3%) 2 0,1+ 0,03 416
0,1 3/3 (100%) 3 0,2%0,1 1/3 (33,3%) 1 0,1%0,1 416
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5.7 Deteccéao de Plasmodium através de DNA obtido de sangue, saliva e swab
pela gPCR

Nessa parte do estudo, foram incluidas 234 amostras, sendo 229 delas avaliadas
com sucesso na gPCR para o DNA obtido de sangue. No sangue, a qPCR detectou
91% das amostras de P. vivax positivas na MO e 77% de P. falciparum (Tabela 18).

Tabela 18. Resumo dos resultados da MO e qPCR para as amostras de sangue.

gqPCR no sangue, n (%)

MO P. vivax P. falciparum Mista® Negativo
P. vivax 93 (91,2) 0 7 (6,9) 2 (2,0
P. falciparum 1(1,3) 59 (76,6) 16 (20,8) 1(1,3)
Mista 0 2 (28,6) 5(71,4) 0
Negativo 4(9,3) 4(9,3) 9 (20,9) 26 (60,5)

2 nfecgdo mista (P. falciparum/P. vivax)

Houve uma discordancia entre 32 amostras diagnosticadas como monoinfeccao
ou negativa na MO e infec¢cao mista na qPCR. De forma geral, a gPCR foi capaz de
detectar 17 amostras a mais que a MO. Trés amostras positivas na MO que né&o
amplificaram na gPCR tiveram amplificacdo quando utilizado um gene de controle
humano, ABO, excluindo a possibilidade de presenca de inibidores da PCR. Uma
ampla variacao nos valores de Cq foi observada, refletindo diferencas na parasitemia
das amostras clinicas (Figura 14A). Em geral, os resultados discordantes entre MO e
gPCR estavam associados a altos valores de Cq. A maioria das infec¢cdes mistas
detectadas pela gPCR tiveram valores de Cq acima de 30 ciclos, principalmente para

P. vivax.
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Figura 14. Gréfico de disperséo para os valores de Cq obtidos na qPCR. (A) gPCR das amostras
de sangue. As diferentes cores indicam os resultados do diagnostico pela MO para cada amostra

(circulos menores). (B) gPCR para as amostras de sangue e saliva para cada amostra (circulos
menores). As regifes delimitadas no grafico indicam onde as amostras de P. falciparum (vermelho), P.

vivax (verde), infeccdes mistas (laranja) e amostras negativas (azul) devem ser localizadas.
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Foram avaliadas 193 amostras pareadas de sangue e saliva na qPCR. A gPCR
da saliva foi capaz de amplificar 72% das amostras de P. vivax e 79% das amostras
de P. falciparum que foram positivas nas amostras de sangue (Tabela 19). Foram
observados resultados discordantes para as infec¢cées mistas, com uma concordancia
de apenas 24% entre as amostras de sangue e saliva. De forma surpreendente, a
gPCR foi capaz de detectar infecgbes mistas nas amostras de saliva que nao foram
detectadas pela MO ou na gPCR para as amostras de sangue. Para estas amostras
o Cqg médio foi de 33,5 (SD = 1,34) para o ensaio de P. vivax e 33,2 (SD = 1,0) para o
ensaio de P. falciparum. Dessas amostras, quando o DNA obtido de sangue foi testado
com o controle humano ABO, todas amplificaram. Como esperado, as amostras de
saliva positivas na gPCR apresentaram valores de Cg maiores quando comparados

as amostras de sangue (Figura 14B).
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Tabela 19. Resultado para 193 amostras pareadas de sangue e saliva na gPCR.

Saliva, n (%)

Sangue P. vivax P. falciparum Mista? Negativo

P. vivax 64 (71,9) 2(2,2) 0 23 (25,8)

P. falciparum 1(1,8) 44 (78,6) 1(1,8) 10 (17,9)
Mista 5(15,2) 9 (27,3) 8(24,2) 11 (33,3)
Negativo 2 (13,3) 1(6,7) 5(33,3) 7 (46,7)

@Infec¢do mista (P. falciparum/P. vivax)

Para avaliar o desempenho da gPCR na deteccao do Plasmodium em diferentes
fontes de DNA, 146 amostras pareadas de sangue, saliva e swab foram analisadas.
De forma geral houve uma concordancia para 53 (36%) amostras (Figura 15A).
Resultados similares foram observados para 93 (64%) amostras de sangue e saliva,
62 (42%) de sangue e swab, e 78 (53%) de saliva e swab. A maioria das amostras de
swab ndo amplificou na qPCR, apesar de todas serem positivas quando testadas para
o controle humano ABO (Figura 15B). As amostras de sangue e saliva detectaram as
mesmas espécies de Plasmodium para a maioria das amostras positivas na qPCR (87
de 140). Algumas das infecgbes mistas foram detectadas apenas no sangue pela
gPCR.

Figura 15. Comparacgéo dos resultados obtidos para a qPCR das 146 amostras pareadas de
sangue, saliva e swab. (A) Diagrama de Venn demonstrando o nimero absoluto das concordancias
e diferencas relativas a positividade entre as amostras de sangue, saliva e swab. (B) Heatmap dos
resultados da MO e qPCR das amostras de sangue, saliva e swab: P. vivax, em verde; P. falciparum,
em vermelho; infecc8es mistas, em laranja; amostras negativas, em azul.
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Posteriormente, a acuracia da gPCR foi estimada para este conjunto de amostras.
Para isto, todos os resultados da gPCR foram combinados e definidos como método
de referéncia, ou seja, todas as amostras que amplificaram em qualqguer momento na
gPCR (para o sangue, saliva ou swab) foram consideradas como positivas para
Plasmodium. Assim, a sensibilidade da qPCR para o sangue foi 94,3% (isto é, a
porcentagem das amostras positivas na MO corretamente identificadas pela gPCR no
sangue), seguido por 77,9% na saliva e 47,1% no swab (Tabela 20). A especificidade
foi de 100% (ou seja, a porcentagem das amostras positivas ha MO corretamente
identificadas na gPCR) para sangue, saliva e swab, apesar do baixo nimero de
verdadeiros negativos para este conjunto de amostras. A concordancia entre os testes
foi avaliada pelo coeficiente Kappa utilizando os resultados da qPCR para os trés
conjuntos de amostras como método de referéncia. Todos os testes, com exce¢ao 0s

realizados com a saliva, demonstraram concordancia moderada.

Observou-se que a deteccdo de Plasmodium foi eficiente em uma densidade
parasitaria de >1.500 parasitos/pL (Logio = 3,18) no sangue, saliva e swab (69%, 188
de 272) (Figura 16). Por outro lado, as amostras de saliva e swab falharam em
amplificar o DNA parasitéario para 55% (45 de 82) amostras com baixa parasitemia
(<1.500 parasitos/uL).

Figura 16. Gréafico de densidade por amostra analisada por qPCR de acordo com sua
parasitemia. A distribuicio em logio da densidade parasitaria estimada por MO esta representada
pelas amostras que amplificaram (PCR +) e que ndo amplificaram (PCR -) pela gPCR das amostras de
sangue (curvas roxas), saliva (curvas azuis) e swab (curvas amarelas). As linhas pontilhadas indicam
a densidade parasitaria de 1.500 parasitos/pL (Logio = 3,18).
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Tabela 20. Determinacao da sensibilidade e especificidade dos ensaios de P. vivax e P. falciparum para as 146 amostras pareadas.

Protocolo Verdadeiro Falso Falso Verdadeiro Sensibilidade? Especificidade Kappa
positivo positivo negativo negativo (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI)
MO 120 1 20 5 85,7% (78,8-91,1) 83,3% (35,9-99,6) 0,27 (0,07-0,48)
Sangue 132 0 8 6 94,3% (89,1-97,5) 100% (54,1-100) 0,57 (0,32-0,83)
Saliva 109 0 31 6 77,9% (70,1-84,4) 100% (54,1-100) 0,22 (0,07-0,38)
Swab 66 0 74 6 47,1% (38,7-55,7) 100% (54,1-100) 0,07 (0,01-0,12)

69
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5.8 Comparacao do diagndstico molecular pela gPCR e ddPCR

Com os resultados do diagndstico molecular pela gPCR, o desempenho da ddPCR
na deteccéo do Plasmodium foi avaliada para 86 amostras pareadas de sangue, saliva
e swab. Para este conjunto de amostras, observou-se uma concordancia geral de 45%
(39 de 86) e 72% (62 de 89) entre as amostras de sangue e saliva. Resultados
concordantes foram obtidos para 59% (51 de 86) das amostras de sangue e swab e

do mesmo modo, para saliva e swab (Figura 17A).

Figura 17. Comparacdo dos resultados da qPCR e ddPCR para as amostras pareadas de sangue,
saliva e swab. (A) Diagrama de Venn contendo o nimero absoluto das concordancias e diferengas
referentes a positividade/negatividade pela ddPCR para 86 amostras pareadas de sangue, saliva e
swab. (B) Heatmap para os resultados da gPCR e ddPCR das amostras de sangue, saliva e swab: P.
vivax, em verde; P. falciparum, em vermelho; infec¢cBes mistas, em laranja; amostras negativas; em
azul. Os dados foram agrupados de acordo com os resultados da MO (37 infec¢Bes por P. vivax, 28
infeccdes por P. falciparum e 11 infeccdes mistas ou negativas). (C) Proporcéo de infecgdes por P.
falciparum (mono ou infec¢cdo mista) detectadas pela gPCR (vermelho claro) e ddPCR (vermelho

escuro). As diferengas nas propor¢des estao indicadas acima das barras.
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Um subconjunto de 76 amostras foi avaliado pelas duas técnicas usando
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diferentes fontes de DNA. De forma geral, uma proporcao similar de infeccdo por
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Plasmodium foi detectada pela gPCR e ddPCR no sangue (73 e 75, respectivamente)
e saliva (55 pela qPCR e 57 pela ddPCR). Entretanto, a ddPCR detectou 16% a mais
das infec¢des no swab (n = 46) comparado a gPCR (n = 34) (Figura 17B). Além disso,
um maior niumero de infecgBes mistas foi detectado pela ddPCR no sangue (22 e 11
pela ddPCR e qPCR, respectivamente), saliva (9 pela ddPCR e 2 pela gPCR) e swab
(14 pela ddPCR e 0 pela gPCR). As diferencas entre esses dois protocolos
moleculares foram devido ao maior numero de deteccéo de P. falciparum pela ddPCR
(Figura 17C).

5.9 Determinacédo da densidade parasitaria por qPCR

Foi avaliado o nivel de concordancia das estimativas da densidade parasitaria
entre os diferentes métodos no sangue. Inicialmente, o Cq obtido pela qPCR foi
comparado com a estimativa de densidade parasitaria obtida pela MO (parasitos/uL)
e ddPCR (copias/pL). De forma geral, houve uma correlacdo moderada entre as
estimativas obtidas pelos diferentes métodos no sangue. Para P. vivax, uma
correlacéo significativa foi observada para as trés andlises realizadas (Figura 18A-C).
Para P. falciparum, ndo houve correlacdo entre a densidade estimada obtida pela
ddPCR e MO (Figura 18B). A média geométrica da densidade estimada pela ddPCR
foi 11,5 copias/uL (95% IC, 6,1 — 21,8 copias/uL) e 4,1 copias/pL (95% IC, 1,8 — 9,4
cOpias/uL), para P. vivax e P. falciparum, respectivamente.
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Figura 18. Anédlise de correlacdo entre as faixas de parasitemia estimada por MO e os métodos
de diagndéstico molecular. (A) Faixa de parasitemia por MO (parasitos/pL) versus Cg. (B) Faixa de
parasitemia por MO e ddPCR (cépias/uL). (C) Valor de Cq da qPCR versus faixa de parasitemia pela
ddPCR. A correlac@o de Spearman foi calculada independentemente para as amostras positivas para
P. vivax (verde) e P. falciparum (vermelho). Os valores p de <0,05 sdo mostrados em negrito. As faixas
estimadas de parasitemia por MO e ddPCR estao representadas como log base 10.
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Considerando que houve uma correlacao significativa entre a qPCR e MO para
ambas as espécies, a densidade parasitaria por gPCR foi estimada como na MO
(parasitos/pL). Para isso, inicialmente foi determinada a quantidade de numero de
cOpias de plasmideo que é equivalente a contagem de parasitos no sangue. Assim,
os valores de Cq obtidos da curva plasmidial foram associadas aos valores de Cq
obtidos das curvas construidas com amostras clinicas com parasitemia determinada
por MO. As analises pela regressao linear indicam que 0,5 cépias de plasmideo
correspondem a 1 parasito/uL para P. vivax (Logio parasitos/pL = 0,744 Logio cépias
de Pvrd7 - 0,327) (Figura 19A). Para P. falciparum, 1,7 copias de plasmideo é

equivalente a 1 parasito/pL (Logio parasitos/puL = 0,758 Logio coOpias de Pfr364 - 0,227)
(figura 19B).
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Figura 19. Concordancia entre a densidade parasitaria estimada pela MO e qPCR. (A-B) Analise
por regressao linear entre os niveis de parasitemia estimada pela MO e gPCR (Loguo parasitos/pL) para
as amostras de P. vivax (A) e P. falciparum (B). A area sombreada representa o intervalo de confianga
de 95% para a linha de regressédo. (C-D) Graficos Bland-Altman de concordancia entre as densidades
parasitarias estimadas por MO e gPCR em sangue para as amostras de P. vivax (C) e P. falciparum
(D). A linha pontilhada central e as linhas adjacentes representam a regido de 95% de concordéancia.
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As densidades parasitarias (parasitos/pL) foram determinadas para 44 amostras
clinicas de P. vivax e 52 amostras de P. falciparum, utilizando a equacé&o da regressao
linear. Para estas amostras, a média geométrica da densidade parasitaria detectada
pela MO foi de 1.326 parasitos/uL (95% IC, 771 — 2.280 parasitos/pL) para P.
falciparum e 2.137 parasitos/pL (95% IC, 1.328 — 3.437 parasitos/pL) para P. vivax.
Houve uma correlagdo moderada entre a densidade parasitaria estimada pela qPCR
no sangue e MO (p = 0,487, p = 0,0008 para P. vivax; p = 0,412, p = 0,006 pelo teste
Spearman para P. falciparum). As estimativas da densidade parasitaria pela gPCR
foram aproximadamente 5 a 10 vezes menores que a parasitemia estimada pela MO.

A média geométrica da densidade parasitaria estimada pela gPCR foi de 222
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parasitos/uL (95% IC, 119 — 412 parasitos/uL) e 256 parasitos/pL (95% IC, 145 — 452

parasitos/uL), para P. vivax e P. falciparum, respectivamente.

Uma analise de concordancia foi realizada para avaliar o grau de concordancia
entre a densidade parasitaria estimada entre a MO e qPCR no sangue. As diferencas
entre as estimativas obtida entre as duas técnicas foram uniformemente dispersas,
demonstrando uma concordancia similar para todo intervalo de parasitemia avaliado
(Figura 19C-D). A diferenca média € positiva e estatisticamente significativa para
ambas as espécies, 0,99 unidades de log (95% IC, 0,70 — 1,29, P < 0,001 pelo teste t
pareado) para P. vivax e 0,78 unidades de log (95% IC, 0,46 — 1,09, P < 0,001 pelo
teste t pareado) para P. falciparum, implicando que as estimativas da densidade
parasitaria pela MO sdo maiores que as da qPCR. Assim, esses valores podem ser
usados para ajustar a estimativa da parasitemia no sangue avaliada pela gPCR. O
grafico Bland-Altman para P. falciparum demonstra uma maior dispersédo na estimativa
obtida pela MO e gPCR, como observado pela distancia entre os dois limites de
concordancia (2,98 — 1,39), indicando uma menor concordancia com a contagem da

MO para essa espécie.
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6 DISCUSSAO

6.1 Estudo da variabilidade genética das proteinas utilizadas nos RDT

Um fator importante no estudo dos métodos diagndsticos da malaria € a
determinacao do perfil de delec&o do gene pfhrp2 e sua variabilidade genética, fatores
que podem estar relacionados com a sensibilidade dos RDTs. Os RDTs sé&o
largamente utilizados em regides de dificil acesso a outras técnicas de diagndstico, tal
como a microscopia e a PCR. A acuracia do teste é essencial para o direcionamento
do tratamento correto do paciente. Nos ultimos anos, estudos vém relatando a
presenca de isolados com delecdo do gene pfhrp2, levando a resultados falso-
negativos. Grande parte destes isolados foi identificado em paises que fazem fronteira
com o Brasil, como o Peru e Venezuela (BAKER et al., 2010; CUNNINGHAM, 2017,
GAMBOA et al., 2010; MURILLO SOLANO et al., 2015), além da observacao de
isolados com delec&o no Brasil (GOES et al., 2021; RACHID VIANA et al., 2017). Por
outro lado, o fluxo migratorio entre o Brasil e essas regifes € intenso devido a
atividades de mineracdo e extrativismo rural (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE,
2015).

Neste trabalho foi avaliado o perfil de delecédo do gene pfhrp2 de 132 amostras de
4 diferentes estados da Amazénia Brasileira. Observou-se que a delecdo de pfhrp2 é
presente nestas regides, no entanto, a propor¢cdo de RDTs negativos devido a essas
delecdes foi muito baixa (1%). De forma geral, 10% das amostras de P. falciparum
apresentavam delecédo no gene pfhrp2. Esse resultado foi confirmado pela presenca
de delecdo nas regides que flanqueiam pfhrp2. O estado de Roraima apresentou a
maior taxa de delecéo (15%), seguido de Mato Grosso (10%) e Rondonia (6%). Estes
dados contrastam com o que ja foi relatado na Amazonia Brasileira, onde taxas de
32% a 72% foram reportadas no estado do Acre, e 54% a 100% no Amazonas
(DORADO; MURILLO; MONTENEGRO, 2012; GOES et al., 2021; RACHID VIANA et
al., 2017). Similar aos nossos resultados, Rachid Viana e colaboradores (2017)
reportaram uma baixa proporcdo de delecdo de pfhrp2 (3%) em Rondbnia, no

municipio de Monte Negro.

Este trabalho foi o primeiro a avaliar o perfil de delecdo do estado do Amap4, e,
embora sendo um ndmero limitado de amostras, nenhuma delas apresentou dele¢éo

para o gene pfhrp2. O Amapa faz fronteira principalmente com o estado do Para e a



76

Guiana Francesa, e estudos anteriores ja haviam reportado a auséncia de amostras
pfhrp2 negativas nestas duas areas (RACHID VIANA et al., 2017; TROUVAY et al.,
2013). Por outro lado, uma alta proporcao de isolados com delecéo de pfhrp2 (15%)
foi reportada em Roraima, estado que faz fronteira com a Venezuela e Guiana. As
amostras de P. falciparum coletadas em Roraima foram principalmente originarias de
viajantes ou trabalhadores vindos da Venezuela, um pais que tem contribuido de
forma significativa para o aumento dos casos de maléaria nessa regido (ARISCO;
PETERKA; CASTRO, 2021; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2020b). Os
resultados aqui obtidos enfatizam a necessidade de um sistema de vigilancia,
particularmente nestas areas fronteiricas que possuem um maior nimero de casos de

maléaria.

Apesar da importancia do monitoramento da presenca de parasitos com delecéo
de pfhrp2, essas andlises devem ser realizadas com cautela. Aplicando dois diferentes
protocolos de PCR, foi possivel observar resultados discordantes na proporgdo de
delecdo para as mesmas amostras. Enquanto o protocolo de PCR convencional
mostrou uma taxa de 46% de amostras pfhrp2 negativas, o protocolo baseado na
Nested PCR teve apenas uma taxa de 10%. Recentemente, o trabalho de Parr e
colaboradores (2018) apontou questdes relacionados a sensibilidade e especificidade
dos ensaios de PCR para pfhrp2. Os autores mostraram um aumento de 10 vezes no
limite de deteccdo quando a temperatura de alongamento da PCR foi diminuida de
72°C para 60°C (PARR et al., 2018). Por outro lado, por meio da andlise de trés
microssatélites demonstramos que a maioria das infec¢des eram caracterizadas como
infeccbes policlonais, ou seja, apresentavam clones geneticamente distintos do
parasito. Desse modo, em tese, as infec¢des policlonais podem prejudicar as analises
feitas por PCR uma vez que diferentes populacbes do parasito, com e sem delecéo
de pfhrp2, podem estar presentes na mesma infeccéo. Adicionalmente, os resultados
dos RDTs podem ser influenciados pela presengca de parasitos geneticamente
distintos com expressao diferencial de PfHRP2 na mesma infec¢do. Neste trabalho
foram encontradas 8 amostras pfhrp2 negativas, mas positivas no RDT. Entre elas,
todas com excecao de uma, continha infecgéo policlonal. Muito embora esse resultado
possa ser explicado pela presenca do gene pfhrp3, a diversidade das populacdes de

P. falciparum também pode resultar na detec¢éo da infec¢édo pelos RDTSs.



77

As amostras analisadas neste estudo cobrem um intervalo de 18 anos (2002 —
2020), o que nos mostra como o perfil de delecdo de pfhrp2 evoluiu com o passar do
tempo na Amazonia Brasileira. Aqui foi demonstrado uma propor¢ao moderada (10%)
de delecao de pfhrp2 através dos anos. Em contrapartida, taxas distintas de amostras
pfhrp2 negativas foram reportadas no Peru e Colémbia. Dorado e colaboradores
(2016) reportaram uma taxa de 6% em amostras da Colémbia coletadas em diferentes
regibes do pais entre 2003 e 2010, enquanto que no estudo de Solano e
colaboradores (2015) a taxa encontrada foi de 18%, em amostras coletadas de 1999
a 2009 (DORADO et al.,, 2016; DORADO; MURILLO; MONTENEGRO, 2012;
MURILLO SOLANO et al., 2015). De forma similar, dois estudos no Peru reportaram
taxas de delecéo distintas para amostras coletadas em diferentes regiées do pais com
uma diferenga de 5 anos (GAMBOA et al., 2010; MALTHA et al., 2012). Gamboa e
colaboradores (2010) reportaram uma taxa de 41% de delecdo (amostras coletadas
entre 2003 e 2007), enquanto que Maltha e colaboradores (2012) encontraram uma
taxa de 26% de amostras pfhrp2 negativas. Um sistema de vigilancia continuo poderéa
oferecer um melhor panorama de como essas taxas de delecdo podem se comportar

com o passar do tempo em diferentes regides.

Apesar das sequéncias de pfhrp2 apresentarem uma extensa diversidade ao
redor do mundo, parece que essa diversidade ndo tem um papel crucial na
performance dos RDTs (ATROOSH et al., 2015; BAKER et al., 2010; KUMAR et al.,
2012; WILLIE et al., 2018). Existem evidéncias que polimorfismos na sequéncia dos
aminoacidos da PfHRP2 podem afetar a sensibilidade dos RDTs apenas em baixas
parasitemias (<200 parasitos/puL) (BAKER et al., 2010). Para melhor caracterizar a
variabilidade de PfHRP2 foi realizado o sequenciamento do gene para amostras de P.
falciparum de 4 regides. Assim como ja foi reportado previamente em outros paises
(BAKER et al., 2005, 2010), aqui todas as sequéncias comeg¢aram com a repeticao do
tipo 1, terminaram com a repeticdo do tipo 12 e apresentaram principalmente a
repeticdo do tipo 2, 6 e 7. De forma interessante, uma relacdo significativa ja foi
descrita entre os tipos de repeticdo 2 e 7 a uma maior sensibilidade dos RDTs em
baixas parasitemias (BAKER et al., 2005; KUMAR et al., 2012).

Neste estudo foram identificados 10 padrées da sequéncia de PfHRP2 baseados

no tipo de repeticdo e quantidade presentes em cada sequéncia, onde foi possivel
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observar que cada um destes padrdes foi exclusivo para cada regido. A Gnica excecao
foi o padréo lll encontrado com alta frequéncia nas amostras de Rondbdnia e Mato
Grosso, coletadas no mesmo periodo. Cabe salientar que muitas amostras de Mato
Grosso eram de individuos que possivelmente haviam se infectado em Rond6nia. As
analises realizadas aqui, que incluiram sequéncias de PfHRP2 da América do Sul,
revelaram que o Brasil e a Guiana Francesa compartiiham um perfil similar de
variabilidade em PfHRP2, particularmente trés padrdes (I, V e VI) encontrados
predominantemente em Roraima e Amapa. As fronteiras do nordeste do Brasil que
incluem estes estados fazem parte do Planalto das Guianas, que inclui o0 Suriname,
Guiana, Guiana Francesa e partes da Colémbia e Venezuela. Essa regido é
caracterizada por um intenso movimento de trabalhadores em atividades mineradoras
ilegais e casos de malaria entre as fronteiras (ARISCO; PETERKA; CASTRO, 2021;
FERREIRA; CASTRO, 2019). Desse modo, pode se esperar encontrar um intenso

fluxo genético e compartilhamento dos padrdes de sequéncias de PfHRP2.

Neste trabalho foram encontrados niveis moderados de delecdo de pfhrp2 em
diferentes regides da Amazbnia Brasileira. De forma importante, a presenca de
isolados pfhrp2 negativos ndo resultou na inefichcia dos RDTs. A multiplicidade de
infeccdo pode em parte explicar estes resultados; entretanto, ndo se pode excluir a
possibilidade da reacéo cruzada com a proteina PfHRP3. O estudo teve como foco o
estudo da variabilidade do gene pfhrp2 uma vez que a proteina PfHRP2 é o principal
antigeno reconhecido pelos RDTs. Porém, ha evidéncia de reagdo cruzada entre
PfHRP2 e PfHRP3, demonstrada por alguns anticorpos monoclonais encontrados em
RDTs (LEE et al., 2006a). No Brasil, de forma similar ao que tem sido descrito em
outros paises da América do Sul (40 a 70% de dele¢cédo de pfhrp3), a proporgéo de
delecao de pfhrp3 é usualmente alta (35 a 98%) (DORADO et al., 2016; GAMBOA et
al., 2010; GOES et al., 2021; MURILLO SOLANO et al., 2015; RACHID VIANA et al.,
2017).

Uma limitacdo desta parte do trabalho foi a ndo possibilidade de averiguar os
niveis de PfHRP2 por testes soroldgicos ou testar uma segunda marca de RDT para
confirmar a auséncia da proteina. Um achado importante foi a discrepancia na
proporcdo da delecdo de pfhrp2 entre os protocolos utilizados, o que reforca a

necessidade de se realizar um processo cuidadoso no estudo da delecdo génica. De
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forma geral, os resultados aqui encontrados ressaltam a importancia do
monitoramento continuo da presenca e disseminacdo de parasitos com delecdo de
pfhrp2 na regiao Amazonica Brasileira para assegurar um melhor desempenho dos
RDTs.

6.2 Desenvolvimento de métodos moleculares de diagndstico de malaria

Para o desenvolvimento de um diagndéstico molecular mais sensivel é necessario
0 uso de um ensaio capaz de amplificar alvos multicpias, tais como regides
subteloméricas do genoma e o DNA mitocondrial de Plasmodium. Além disso, este
ensaio deve ser idealmente espécie-especifico, uma vez que o tratamento da malaria
é definido pela espécie do parasito responsavel por causar a infec¢do. Para um melhor
desempenho do teste, é importante unir um alvo com mdltiplas cépias a uma técnica
gue ofereca uma boa acuracia diagnoéstica. Assim, neste estudo foram desenhados
diferentes iniciadores e sondas tendo como alvo o genoma mitocondrial de
Plasmodium, assim como o uso de alvos nucleares ndo ribossomais ja descritos na
literatura para deteccao e quantificagédo do DNA obtido a partir de amostras de sangue,
saliva e swab. Duas diferentes metodologias moleculares foram utilizadas: a gPCR e
a ddPCR.

Neste trabalho foi avaliada a especificidade de 5 diferentes ensaios tendo como
alvo o genoma mitocondrial de P. vivax e P. falciparum. O ajuste de diferentes
parametros da gPCR foi realizado no intuito de reduzir as amplificacbes nao
especificas. Todos os experimentos foram realizados de acordo com o que é
estipulado pelo guia “Informagao Minima para Publicacdo de Experimentos de gPCR”
(Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments —
MIQE), documento que da as diretrizes para obtencdo das informacdes essenciais e
desejaveis que devem ser reportadas para permitir ao revisor avaliar a validade do

trabalho, e ao leitor, reproduzir o protocolo e os resultados (HUGGETT et al., 2013).

Um amplo painel de amostras clinicas de Plasmodium foi utilizado para os ensaios
de especificidade. Uma vez que a gPCR, tendo como alvo o genoma mitocondrial,
pode ser mais sensivel e tem potencial para detectar infeccbes submicroscopicas, é
esperado que também seja capaz de detectar infeccbes mistas. Desse modo, a

exclusdo desse tipo de infeccdo foi essencial para avaliar a especificidade dos
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ensaios. Entdo, amostras de monoinfeccdo bem caracterizadas com parasitemia
conhecida e confirmadas por outros protocolos de PCR foram utilizadas. Apesar de
uma extensa avaliagéo de diferentes parametros, todos os ensaios de qPCR para o
genoma mitocondrial apresentaram um grau de amplificagdes inespecificas para outra

espécie de Plasmodium ou DNA humano.

Diferentes trabalhos j4 demonstraram 0 uso do genoma mitocondrial de
Plasmodium como sendo um alvo eficiente para o diagndstico da malaria utilizando
PCR convencional (ISOZUMI et al., 2015), nested PCR (STEENKESTE et al., 2009)
e gPCR (HAANSHUUS et al, 2019). Entretanto, apenas alguns estudos
demonstraram um diagndstico espécie-especifico para maléria, sendo elas baseado
na amplificacdo isotérmica mediada por loop (loop-mediated isothermal amplification
— LAMP) (BRITTON et al., 2016), PCR (CUNHA et al., 2009) e gPCR (DOS SANTOS
et al., 2020; GRUENBERG et al., 2018; SOUZA et al., 2012). Nestes trabalhos, ndo
fica claro se a reatividade cruzada entre as espécies de Plasmodium ou humanos nédo
infectados por Plasmodium foi avaliada. Apesar de a maioria dos estudos terem
avaliado um grande painel de amostras, ndo havia informacéo sobre a especificidade
desses ensaios, como 0s testes de reagcdo cruzada ou curva de dissociacdo nos

ensaios que utilizaram intercalantes de DNA.

Para diferenciar as amplificac6es especificas das inespecificas baseado nos
valores de Cq, um cutoff foi estabelecido para cada ensaio aplicando uma analise
obtida da curva ROC. Os valores de Cg foram associados a >90% da especificidade
para identificar corretamente os individuos que ndo possuiam malaria, € a0 mesmo
tempo, assegurar um Vvalor de sensibilidade confiavel. Entretanto, mesmo a
determinacao do cutoff ndo foi capaz de excluir por completo os resultados nao
especificos para a maioria dos ensaios. Isso porque os valores para a sensibilidade e
especificidade foram praticamente inversamente proporcionais. A identificacdo correta
das espécies de Plasmodium é de grande importancia e um dos maiores desafios no
diagnéstico da malaria, podendo ter um impacto negativo na eficacia do tratamento e

prognostico da doenca.

Mesmo o0s ensaios sendo elaborados em regides polimérficas do genoma
mitocondrial de Plasmodium, a amplificacdo inespecifica com outras espécies de

Plasmodium e humanos néo infectados foram observadas. Neste trabalho, apesar da
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série de modificacdes implementadas em cada ensaio com objetivo de diminuir as
amplificacdes inespecificas, nenhuma foi capaz de as eliminar. Para alguns ensaios,
essas modificagcdes causaram um aumento nos valores de Cq para as amplificagbes
especificas, diminuindo sua sensibilidade. Essa redugdo pode ter um impacto
significativo particularmente na deteccdo de infeccbes por P. vivax que séo
frequentemente caracterizadas por baixas parasitemias. Na tentativa de aumentar a
especificidade, o aditivo DMSO foi utilizado. Ja foi demonstrado que o uso deste
aditivo aumenta consideravelmente a sensibilidade e eficiéncia da polimerizacdo do
DNA (SIMONOVIC et al., 2012). O DMSO, dentre outros, interfere nas ligacdes de
hidrogénio, facilitando a separacédo das fitas de DNA, diminuindo sua temperatura de
dissociacao e, consequentemente, aumentando a especificidade da hibridizacao dos
iniciadores. Porém, mesmo o DMSO reduzindo as amplificag@es inespecificas, ele ndo
foi capaz de as eliminar; além disso, seu uso prejudicou a eficiéncia das amplificacdes

especificas.

O uso do genoma mitocondrial de Plasmodium € um atrativo para os protocolos
moleculares. Entretanto, como P. vivax e P. falciparum tém pelo menos 90% de
conservacao deste genoma, o desenho de iniciadores e sondas espécie-especifico é
um desafio (MCINTOSH; SRIVASTAVA; VAIDYA, 1998). Este alto grau de
conservagcao pode ser devido a restricbes estruturais. Portanto, um teste rigoroso
incluindo uma triagem utilizando um painel de amostras bem caracterizadas deve ser
realizado para averiguar a existéncia das amplificacées ndo especificas em todos os

ensaios de Plasmodium baseados no genoma mitocondrial.

Utilizando o protocolo de gPCR para os alvos Pvr47 e Pfr364, respectivamente,
de P. vivax e P. falciparum, ja padronizado por nosso grupo de pesquisa, foi possivel
observar que a concordancia entre a MO e qPCR no sangue foi alta, exceto pelas
infecgbes mistas que foram detectadas preferencialmente na gPCR. Esse resultado
reforca os resultados obtidos previamente por nosso grupo de pesquisa, onde 0s
ensaios de gPCR Pvr47 e Pfr364 sdo mais sensiveis na deteccao de infec¢cdes mistas
de P. vivax e P. falciparum em baixas parasitemias (AMARAL et al., 2019). Entretanto,
a dPCR nao foi capaz de amplificar cinco amostras positivas na MO e, de forma
interessante, trés amostras com uma baixa parasitemia (<50 parasitos/pL) foram

detectadas somente pela MO. Devido ao fato da discordancia entre a MO e gPCR
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estar associado a altos valores de Cq, assume-se que, de forma geral, infeccées com
baixas parasitemias foi um dos fatores responsaveis por estas discrepancias entre 0s
dois métodos de detecgdo. De fato, 58% das amostras discordantes entre a MO e
gPCR no sangue tinham parasitemia abaixo de 1.000 parasitos/uL. Além disso, foi
observado com frequéncia amplificagdes tardias com o alvo de P. vivax (Pvr47) nas
infeccbes mistas na gPCR. Esse resultado, junto com os dados de que a maioria das
discrepancias foram de mono infec¢gdes de P. falciparum na MO e infec¢gbes mistas
na qPCR, sugere uma menor densidade parasitaria de P. vivax nas infec¢gfes mistas

agui analisadas.

A gPCR pode ser facilmente empregada na estimativa de cargas parasitarias;
desse modo, este trabalho comparou as estimativas obtidas por MO e qPCR no
sangue. De forma consistente com trabalhos ja publicados, houve uma discrepancia
na estimativa entre MO e gPCR, onde a MO apresentou uma maior estimativa da
contagem parasitaria (ROUGEMONT et al., 2004a; SUTHERLAND; HALLETT, 2009).
Foi possivel observar que as estimativas pela MO foram em média 6 vezes maiores
para P. falciparum e 10 vezes maior para P. vivax, quando comparada as estimativas
da qPCR. Contudo, é importante salientar que houve uma correlagdo positiva
significativa entre as estimativas de densidades parasitarias obtidas pelos dois

métodos.

Neste trabalho foi avaliada a detec¢do de Plasmodium utilizando os alvos nao
ribossomais em amostras de saliva e swab, fontes de DNA que podem ser coletadas
de forma né&o invasiva, tendo diversas vantagens para 0s pacientes que possuem
restricobes em relacdo a coleta de sangue ou que requerem multiplas coletas para
testagem para infec¢des por Plasmodium (DOMOTO et al., 1988; NIR et al., 2003;
RAO; SEQUEIRE; PETER, 1997). De forma geral, houve uma boa concordancia entre
a gPCR da saliva e sangue. Para a saliva, a gPCR amplificou 73% no ensaio de P.
vivax e 79% para P. falciparum, das amostras que foram positivas no sangue. Uma
vez que o ensaio de P. falciparum amplifica um maior nimero de copias no genoma
do parasito (DEMAS et al., 2011), isso pode explicar a maior sensibilidade deste alvo

na deteccdo de mono e infecgdes mistas na qPCR para a saliva.

De forma contraria a saliva, a concordancia entre a gPCR das amostras de swab

e sangue foi baixa. Como demonstrado anteriormente, a sensibilidade na deteccao de
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Plasmodium depende do volume de amostra utilizada (HOFMANN et al., 2018). Nosso
protocolo incluiu a andlise de 1 mL de saliva, o que pode aumentar significativamente
a sensibilidade do método quando comparado ao swab. Dos resultados obtidos, ficou
claro que a saliva e swab ndo foram capazes de detectar o DNA parasitario
principalmente em baixas parasitemias (<1.500 parasitos/uL). As amostras aqui
analisadas permaneceram congeladas (-20°C e -80°C) por diferentes periodos de
tempo (2-12 meses), até o0 momento da extracdo de DNA. Alguns estudos mostram
que a qualidade do DNA obtido de saliva pode ser afetado pelo modo da coleta,
condicbes de armazenagem e o protocolo de extracdo do DNA (GARBIERI et al.,
2017). Aqui, ndo foi realizada uma avaliacdo sistematica da integridade ou
estabilidade da saliva ou swab, em termos de tempo e armazenamento. Entretanto,
as analises realizadas sugerem que estes parametros ndo interferiram na
sensibilidade do método. Modificacbes nos procedimentos de coleta e
armazenamento das amostras ou no protocolo de extracdo do DNA, como o uso de
kits comercialmente disponiveis com reagentes que estabilizam a saliva antes de sua

extracdo, podem aumentar a sensibilidade do método (GARBIERI et al., 2017).

Observando o limite de detec¢éo utilizando amostras clinicas, a ddPCR foi capaz
de detectar menores parasitemias (0,1 parasitos/pL) quando comparada a qPCR. A
ddPCR também mostrou uma boa consisténcia de deteccdo em todos os pontos de
diluicdo testados. Outros trabalhos ja avaliaram a robustez e sensibilidade da ddPCR
(KOEPFLI et al., 2016). No estudo de Koepfli e colaboradores (2016), menos de 1
copia/uL de DNA plasmodial foi detectado na ddPCR cujo alvo era o 18S rRNA. E
importante ressaltar que para amostras de campo, assim como para amostras de
cultivo de P. falciparum, o limite de deteccéo néo ultrapassou o valor de 10 copias/|L.
Outra observacao deste grupo foi uma concordancia dos limites de detecgcédo para
ddPCR e gPCR, quando realizada a quantificacdo absoluta utilizando plasmideo.
Além disso, foi observada uma concordancia moderada entre a ddPCR e MO, como
observado no presente estudo. De forma geral, eles observaram uma deteccdo média
de 1,41 copias/parasito para P. falciparum, e 1,05 copias/uL para P. vivax. No trabalho
de Srisutham e colaboradores (2017), utilizando um ensaio ultrassensivel com 1 mL
de sangue, a menor taxa de detecgao foi de 0,01 parasitos/pL para P. falciparum
(SRISUTHAM et al., 2017). Nesse estudo, os autores nao observaram diferenca na

quantificacdo pela ddPCR quando realizadas em simplex ou duplex, muito embora o
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limite de deteccao pela duplex foi de 0,16 parasitos/mL e 0,84 parasitos/mL para P.

falciparum e P. vivax, respectivamente.

Aqui, a concordancia na deteccao de Plasmodium foi moderada entre a ddPCR e
gPCR para o conjunto de amostras analisadas. Além disso, a ddPCR foi capaz de
detectar um maior nimero de infeccdes no swab (16% a mais que a gqPCR). E
importante notar que na ddPCR um maior numero de infec¢cdes mistas foi detectado
no sangue. Curiosamente, no trabalho de Koepfli e colaboradores (2016) uma maior
deteccdo de coinfeccbes também foi reportada (9% na ddPCR e 4% na qPCR) em
amostras de sangue. Este resultado deixa claro que a ddPCR é capaz de detectar um
maior numero de infec¢des mistas. A ddPCR ainda tem outras vantagens sobre a
gPCR, como a maior resisténcia a inibidores da PCR. O trabalho de Taylor e
colaboradores (2017) demonstrou que as quantificacbes da ddPCR sdo menos
susceptiveis a inibidores da PCR (TAYLOR; LAPERRIERE; GERMAIN, 2017), assim
como no trabalho de Dingle e colaboradores (2013) onde foi observado essa mesma
caracteristica utilizando SDS, EDTA e heparina (DINGLE et al., 2013). Desse modo,
0 uso de amostra com um maior teor de proteinas e compostos organicos, como a

saliva, ndo deve ser um empecilho no diagnéstico utilizando a ddPCR.

Outra diferenca importante observada foi a maior proporcao de infec¢des por P.
falciparum detectadas pela ddPCR comparada a qPCR, independente da fonte de
DNA. Observou-se uma diferenca de deteccéo de 22, 16 e 26% para 0 sangue, saliva
e swab, respectivamente, entre as duas técnicas. Primeiramente, esse resultado pode
ser explicado pelo maior numero de copias que o alvo de P. falciparum (Pfr364) é
capaz de amplificar no genoma do parasito. Do mesmo modo, uma maior proporcao
de infec¢Bes por P. falciparum também foi detectada por Koepfli e colaboradores
(2016). No presente estudo foi possivel observar que a ddPCR tem uma maior
eficiéncia na deteccdo do DNA plasmodial em amostras de sangue, saliva e swab,
principalmente para infecgbes mistas e de P. falciparum. Outros estudos mostram uma
boa concordancia entre as duas técnicas, mas é importante ressaltar que estes
trabalhos tiveram como alvo o gene ribossomal 18S, que possui um menor nimero de

copias que os alvos aqui utilizados.

Em suma, o presente estudo traz importantes contribuigcdes para o aprimoramento

do diagndstico da malaria no Brasil. Propor¢cdes moderadas a reduzidas de delecéao
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de pfhrp2 foram observadas nas diferentes regibes da Amazénia Brasileira. Mesmo
nao refletindo em uma alta por¢cdo de RDTs negativos em nosso estudo, esses
achados indicam a necessidade de um monitoramento continuo da performance dos
testes baseados na deteccao da HRP2, principalmente nas regides de fronteira. Em
relacdo ao diagnostico molecular, ndo foi possivel desenvolver um ensaio especifico
utilizando o genoma mitocondrial de Plasmodium spp. A alta conservacdo da
sequéncia de P. vivax e P. falciparum deve ser levada em considera¢dao no desenho
de ensaios baseados neste genoma. Em contrapartida, o uso dos alvos nucleares
multicépias (Pvr47 e Pfr364) na ddPCR e gPCR provou ser eficiente no diagndstico
da malaria em amostras de sangue, mesmo em baixas parasitemias. Um resultado
importante foi a detecgdo de uma maior taxa de infecgcdes mistas e infeccdes por P.
falciparum na ddPCR, incluindo na saliva e swab. A possibilidade de amplificacdo do
DNA de Plasmodium na saliva e swab abre uma nova possibilidade de diagndstico da

malaria em amostras nao invasivas.
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8 APENDICES

Apéndice 1. Descricdo dos protocolos utilizados na avaliacédo do perfil de delecao, variabilidade e genotipagem de microssatélites.

Tamanho do
Gene Sequéncia dos iniciadores Condicbes da PCR amplicon Referéncia

(pb)

0,75 mM de Mg2Cl, 10X de tamp&o de PCR, 1,25 mM de solugado
5' CAA AAG GAC TTA ATT TAA ATA AGA G 3' de dNTP (Promega), 0,5 uM de cada iniciador, 1,5 U de Taq DNA
polimerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e 2 uL
de DNA (~10 ng) em uma reagdo de volume de 20 pL, Baker et al.

consistindo de 34 rodadas de acordo com as seguintes 809 (2005)

5' AAT AAA TTT AAT GGC GTA GGC A 3' condigdes: 94°C por 10 min, seguido de 94°C por 50 s, 53°C por
50 s, 72°C por 1 min e uma etapa final a 72°C por 5 min.

pfhr2

2,5 mM de Mg2Cl, 5X de tampé&o de PCR, 2 mM de solugdo de
5' AGA CAA GCT ACC AAAGATGCAGGT G 3 dNTP (Promega), 0,5 pM de cada iniciador, 1,5 U de Taq DNA
polimerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e 1 uL
de DNA (~10 ng) em uma reagdo de volume de 10 L,
consistindo de 34 rodadas de acordo com as seguintes
5'TAA ATG TGT ATC TCC TGA GGT AGC 3' condigdes: 94°C por 3 min, seguido de 94°C por 40 s, 60°C por
40 s, 72°C por 1 min e uma etapa final a 72°C por 5 min.

MAL7P1.228 227

Gamboa et

2,5 mM de Mg2Cl, 5X de tampé&o de PCR, 2 mM de solugdo de al. (2010)

5' TAT GAA CGC AAT TTAAGT GAG GCAG 3 dNTP (Promega), 0,5 pM de cada iniciador, 1,5 U de Taq DNA

polimerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e 1 uL

de DNA (~10 ng) em uma reacdo de volume de 10 L,

consistindo de 34 rodadas de acordo com as seguintes

5'TAT CCAATC CTTCCTTTG CAACACC 3 condigdes: 94°C por 3 min, seguido de 94°C por 40 s, 60°C por
40 s, 72°C por 1 min e uma etapa final a 72°C por 5 min.

MAL7P1.230 346

2 mM de Mg2Cl, 10X de tampédo de PCR, 1,25 mM de solucao
5'GGT TTC CTT CTC AAA AAA TAA AG 3' de dNTP (Promega), 0,5 uM de cada iniciador, 1,5 U de Taq DNA
polimerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e 2 pL
de DNA (~10 ng) em uma reagdo de volume de 20 pL, 28 Abdallah et
consistindo de: 94°C por 5 min, seguido de 95°C por 30 s, 55°C al. (2015)
5" TCT ACATGT GCT TGAGTT TCG 3’ por 30 s, 68°C por 30 seg por 30 rodadas e uma etapa final a

68°C por 5 min.

pfhr2 Primario




Nested

5 GTATTATCC GCT GCC GTT TTT GCC 3’

5'CTA CAC AAG TTATTA TTA AAT GCG GAA 3’

2 mM de Mg2Cl, 10X de tampéo de PCR, 1,25 mM de dNTP
(Promega), 0,5 uyM de cada iniciador, 1,5 U de Tag DNA
polimerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e 2 yL
de DNA em uma reacéo de 20 pL, de acordo com as seguintes
condigdes: 94°C por 5 min, seguido por 95°C por 30 s, 62°C por
30 s, 68°C por 30 seg por 30 rodadas e uma etapa final a 68°C
por 5 min.

MAL7P1.228

Priméario

5" AGA CAA GCT ACC AAA GAT GCA GGT G 3’

5 TAAATG TGT ATC TCC TGA GGT AGC 3’

2 mM de Mg2Cl, 5X de tampéo de PCR, 2 mM de solugéo de
dNTP (Promega), 0,5 pM de cada iniciador, 1,5 U de Taq DNA
polimerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e 1 uL
de DNA (~10 ng) em uma reacéo de volume de 10 pL, de acordo
com as seguintes condic¢des: 94°C por 5 min, seguido por 95°C
por 30 s, 60°C por 30 s, 68°C por 30 seg por 30 rodadas e uma
etapa final & 68°C por 5 min.

Nested

5 CCATTGCTG GTT TAAATGTTT TAAG 3’

5 TAAATG TGT ATC TCC TGA GGT AGC 3’

2 mM de Mg2Cl, 5X de tampéo de PCR, 2 mM de solugéo de
dNTP (Promega), 0,5 yM de cada iniciador, 1,5 U de Taq DNA
polimerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e 1 uL
de DNA em uma reagéo de volume de 10 uL, de acordo com as
seguintes condic¢des: 94°C por 5 min, seguido por 95°C por 30
s, 63°C por 30 s, 68°C por 30 seg por 30 rodadas e uma etapa
final & 68°C por 5 min.

198

MAL7P1.230

Primario

5' GAT ATC ATT AGA AAA CAA GAG CTT AG 3’

5 TAT CCAATC CTT CCT TTGCAACACC 3’

1 mM de Mg2Cl, 5X de tampéo PCR, 2 mM de solucdo de dNTP
(Promega), 0,5 uyM de cada iniciador, 1,5 U de Tag DNA
polimerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e 2 uL
de DNA (~10 ng) em uma reagéo de volume de 10 pL, de acordo
com as seguintes condigBes: 94°C por 5 min, seguido por 95°C
por 30 s, 63°C por 30 s, 68°C por 30 seg por 30 rodadas e uma
etapa final a 68°C por 5 min.

Nested

5" TAT GAA CGC AAT TTA AGT GAG GCA G 3’

5 TAT CCAATC CTT CCT TTG CAACACC 3’

1 mM de Mg2Cl, 5X de tampé&o de PCR, 2 mM de solu¢éo de
dNTP (Promega), 0,5 pM de cada iniciador, 1,5 U de Taq DNA
polimerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 2 2 uL
de DNA em uma reagéo de volume de 10 uL, de acordo com as
sequintes condic¢des: 94°C por 5 min, seguido por 95°C por 30
s, 65°C por 30 s, 68°C por 30 seg por 30 rodadas e uma etapa
final & 68°C por 5 min.

301

106




5'AAA ATATAG ACG AAC AGA 3

107

Polya = = 223
, , 1,5 mM de Mg:Cl, 10X de tampé&o PCR, 1,25 mM de solugdo de
S/ATCAGATAATIGTTG GTA 3 dNTP (Promega), 0,5 uM de cada iniciador, 0,1 U de Taq DNA
5' CTT TCA TCG ATA CTA CGA 3' polimerase (Thermo Fisher SC|ent|ﬁcL Waltham, MA, USA) e 2 uL Su and
de DNA (~10 ng) em uma reagdo de volume de 15 pL,
PIPK2 consistindo de 40 rodadas de acordo com as seguintes 167 Wellems
5 AAA GAA GGA ACA AGC AGA 3 condig¢des: 94°C por 2 min, seguido por 94°C por 30 s, 47°C por (1996)
5' AAT GGC AAC ACC ATT CAA C 3' 30 s, 72°C por 40 s e uma etapa final a 72°C por 3 min.
TA87 111
5'ACA TGT TCATAT TACTCAC 3
Tamanho do
Gene Sequéncia dos iniciadores Condi¢des da PCR amplicon Referéncia
(pb)
. ) 0,5 pL de BigDye Terminator, 1 pL de tamp&o de BigDye
5 CAA AAG GAC TTA ATT TAAATAAGA G 3 Terminator 5X, 0,5 uM de cada iniciador e DNA de acordo com
seu tamanho, em uma reag&o de volume de 10 L, consistindo Baker et al
pfhr2 de 35 rodadas de acordo com as seguintes condicdes: 96°C por 809 (2005) '

5'AAT AAATTT AAT GGC GTAGGCA 3

1 min, seguido por 96°C por 15 s, 58°C por 15 s e 60°C por 4
min.
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Early diagnosis and treatment are fundamental to the control and elimination of malaria. In
many endemic areas, routine diagnosis is primarily performed microscopically, although
rapid diagnostic tests (RDTs) provide a useful point-of-care tool. Most of the commercially
available RDTs detect histidine-rich protein 2 (HRP2) of Plasmodium falciparum in the
blood of infected individuals. Nonetheless, parasite isolates lacking the pfhrp2 gene are
relatively frequent in some endemic regions, thereby hampering the diagnosis of malaria
using HRP2-based RDTs. To track the efficacy of RDTs in areas of the Brazilian Amazon,
we assessed pfhip2 deletions in 132 P. falciparum samples collected from four malaria-
endemic states in Brazil. Our findings show low to moderate levels of pfhrp2 deletion in
different regions of the Brazilian Amazon. Overall, during the period covered by this study
(2002-2020), we found that 10% of the P. falciparum isolates were characterized by a
pfhrp2 deletion. Notably, however, the presence of pfhrp2-negative isolates has not been
translated into a reduction in RDT efficacy, which in part may be explained by the presence
of polyclonal infections. A further important finding was the discrepancy in the proportion
of pfhrp2 deletions detected using two assessed protocols (conventional PCR versus
nested PCR), which reinforces the need to perform a carefully planned laboratory
workflow to assess gene deletion. This is the first study to perform a comprehensive
analysis of PfHRP2 sequence diversity in Brazilian isolates of P. falciparum. We identified
10 PHRP2 sequence pattems, which were found to be exclusive of each of the assessed
regions. Despite the small number of PfFHRP2 sequences available from South America,
we found that the PfHRP2 sequences identified in Brazil and neighboring French Guiana
show similar sequence patterns. Our findings highlight the importance of continuously
monitoring the occurrence and spread of parasites with pfrhp2 deletions, while also taking
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into account the limitations of PCR-based testing methods associated with accuracy and
the complexity of infections.

Keywords: malaria, Plasmodium falciparum, pfhrp2 deletion, rapid diagnostic test (RDT), genetic diversity

INTRODUCTION currently tracking these publications to monitor pfhrp2 deletions

Between 2000 and 2019, malaria-related deaths worldwide were
reduced by 44%, from 736,000 in 2000 to 409,000 in 2019 (World
Health Organization, 2020). Nevertheless, the spread of the
COVID-19 pandemic to all malaria-endemic countries was
responsible for the disruption of essential malaria services
(World Health Organization, 2020). This has compromised the
WHO global strategy, which had been designed to reduce the
incidence of malaria and mortality rates by at least 90% by 2030
(World Health Organization, 2015). In 2020, Brazil reported
approximately 141,000 cases of malaria (84% caused by
Plasmodium vivax and 16% by Plasmodium falciparum)
(BRASIL. Ministerio da Satde, 2021). Although these numbers
represent a reduction in the total number of cases of P. vivax,
there was a 32.6% increase in P. falciparum cases when compared
with 2019.

Early diagnosis and treatment are fundamental components
of strategies designed to control and eliminate malaria. In
many endemic areas, the routine diagnosis is primarily
performed microscopically. Nonetheless, the rapid diagnostic
tests (RDTs) provide a useful tool when microscopy facilities
are unavailable, particularly in remote areas and in the absence
of a well-trained professionals (BRASIL. Ministério da Satde,
2009). RDTs can be used to detect specific Plasmodium
antigens in the blood stream, such as histidine-rich protein 2
(HRP2) and lactate dehydrogenase (LDH) (World Health
Organization, 2016). The sensitivity of RDTs is dependent on
detection of the target protein; however, since the 2000s,
isolates with deletion of the gene pfhrp2 gene have been
reported in Africa and South America (Baker et al., 2005;
Baker et al.,, 2010; Gamboa et al., 2010; Houze et al., 2011). In
Brazil, pfhrp2 deletions have been reported in some endemic
states, such as Acre, Rondonia, and Amazonas (Rachid Viana
et al., 2017; Goes et al., 2021).

PfHRP2 comprises different types of histidine and alanine
repeats (Rock et al,, 1987). An extensive study conducted by the
Malaria RDT Quality Assurance Program reported a high
variability in the pfhrp2 sequence of isolates from Asia and the
southwest Pacific (Baker et al., 2005; Lee et al., 2006), and it was
subsequently proposed that certain types of alanine/histidine
repeats were associated with variations in the sensitivity of RDTs,
interfering with the test efficacy (Baker et al., 2005; Lee et al,
2006). However, other studies have shown contrasting data
concerning the effect of PfHRP2 variability on RDT efficacy
(Baker et al., 2010; Kumar et al., 2012; Atroosh et al., 2015; Willie
et al., 2018).

In recent years, reports of pfhrp2 deletions have increased,
including 16 reports from 15 endemic countries only between
2019 and 2020 (World Health Organization, 2020). The WHO is

and recommends that countries conduct representative baseline
surveys among suspected malaria cases with false-negative RDT
results (World Health Organization, 2020). In this study, we
evaluated the proportion of pfhrp2 deletion in P. falciparum
isolates from four malaria-endemic states of the Brazilian
Amazon (Amapa, Mato Grosso, Rondonia and Roraima state)
over a period of 18 years (2002 - 2020). RDT results were
interpreted considering the pfhrp2 profile, parasitemia, and
complexity of infection. Additionally, a comprehensive analysis
of PfHRP2 sequence variability was conducted for parasite
isolates from South America.

MATERIALS AND METHODS

Study Population and Parasite Isolates

In this study, we assessed P. falciparum samples collected from
four Brazilian states over differing periods of time: 11 samples
from Macapa (Amapa state, AP) in 2004; 40 from Cuiaba (Mato
Grosso state, MT) between 2002 and 2012; 33 from Porto Velho
(Rondonia state, RO) between 2008 and 2018; and 48 from Boa
Vista (Roraima state, RR) between 2018 and 2020 (Table 1).
Among these locations, Cuiaba/MT lies within a region in which
malaria is in the pre-elimination phase, and thus most
individuals were infected elsewhere (mainly in Rondonia and
Para states). The patients included in this study were
symptomatic and had sought treatment provided by the local
public health services. Plasmodium spp. infection was confirmed
by microscopy based on Giemsa-stained thick blood smears
evaluated by well-trained microscopists in accordance with the
malaria diagnosis guidelines of the Brazilian Ministry of Health.
Samples collected in Rondonia and Roraima states were tested
using the SD Bioline Malaria Ag P.f/Pan test (Abbott, Inc;
Korea) according to the manufacturer’s instructions. Samples
of dried blood from Mato Grosso were tested using SD Bioline
Malaria Ag P.f (Standard Diagnostics, Inc.; Korea).

Confirmation of P. falciparum Infection by
Quantitative PCR (qPCR)

Genomic DNA was extracted from 300 uL of whole blood samples
collected in EDTA using a Gentra Puregene blood kit (Qiagen,
Minneapolis, MN, USA) according to the manufacturer’s
instructions and eluted in 50 uL of DNA hydration solution.
Molecular diagnosis was performed for all samples to confirm the
P. falciparum infection. Species-specific quantitative PCR assays
targeting a multi-copy target (non-ribosomal Pvrd7/Pfr364
sequences) were carried out as previously described (Amaral
et al, 2019).
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TABLE 1 | Description of 132 Plasmodium falciparum-infected patients enrolled in this study, pfhip2 deletion profile and RDT resit.

Site N Year of sample N° isolates N° RDT-negative® Male gender® Age®, mean Parasitemia®, geometric
llecti pfhrp2-negatit (Total) (%) (SD) mean (95% CI)
Amapa 1 2004-2005 0 0B 81.8 32 (11) 1,561 (781 -3,119)
Mato Grosso 40 2002-2012 4 03 86.8 35 (14) 1,848 (924 - 3,694)
28 2002-2007 4 0(11)
12 2008-2012 0 0(12)
Rondonia 33 2008-2018 2 2 (25) 75.0 38 (11) 1,486 (766 - 2,881)
7 2008 0 NA
26 2017-2018 2 2 (25)
Roraima 48 2018-2020 7 2 (43) 729 35 (11) 1,545 (861 -2,770)
Total 132 2002-2020 13 4 (94) 783 36 (12) 1,617 (1,151 -2.273)

NA, Not available; SD, Standard deviation.
“PfHRP2-based RDT.

®Data calculated using all samples from the region.
“Parasites/ul.

Characterization of the pfhrp2 Gene

To assess pfhrp2 (PF3D7_0831800) deletion, we amplified exon 2
of this gene using the primers described by Baker et al. (2005). In
addition, the amplification of the two pfhrp2 flanking genes,
MAL7P1.230 (PF3D7_0831900) and MAL7P1.228
(PF3D7_0831700), was performed as described by Gamboa
et al. (2010). pfhrp2 and the flanking genes were amplified
using single-round PCR protocols. To confirm the results
obtained, a nested PCR was performed on the same samples
(Abdallah et al,, 2015). This protocol amplifies the exon 1, the
intron, and exon 2 of pfhrp2. The amplification of MAL7P1.230
and MAL7P1.228 was also assessed by the nested PCR, as
described by Abdallah et al. (2015). The primers and PCR
conditions used for amplification are listed in Supplementary
Table 1. All samples with negative reactions were re-amplified to
confirm the gene deletion. The results of both protocols were
compiled to characterize the deletion profiles of the analyzed
samples. Thus, when one of the protocols yielded a positive
reaction, the presence of the gene was reported independently of
the protocol applied. Given the low amounts of DNA for many of
the samples, only pfhrp2-negative samples were subjected to PCR
to assess the presence of pfhrp3 (PF3D7_1372200) and its
flanking genes, MAL13P1_475 (PF3D7_1372100) and
MALI12P1_485 (PF3D7_1372400). Amplification of pfhrp3 and
the two flanking genes was performed using the single-round
PCR protocols described by Baker et al. (2005) and Gamboa et al.
(2010), respectively. The laboratory line 3D7 was used as a
positive control for the PCR analyses of pfhrp2, pfhrp3, and
their respective flanking genes.

DNA Sequencing and PfHRP2

Sequence Analysis

The primers described by Baker et al. (2005) were used for pfhrp2
sequencing (Supplementary Table 1). PCR products were
purified using a QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN,
Chatsworth, CA, USA) and then sequenced using an ABI
3730xL DNA analyzer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). All samples were sequenced at least twice using
forward and reverse primers. Nucleotide sequences were aligned
and translated into amino acids using the Mega X software
(Kumar et al,, 2018). The amino acid repeat types were identified

using a numeric code according to Baker et al. (2005; 2010). We
extended the variability analysis to samples from other South
American countries, examining sequences from Peru (accession
numbers AY816272; FJ871164; FJ871352, and FJ871353) (Baker
et al,, 2005; Baker et al, 2010), Suriname (accession number
FJ871350) (Baker et al., 2010), Colombia (accession numbers
FJ871211 and FJ871254) (Baker et al, 2010), French Guiana
(accession numbers KC558574 and KC558602) (Trouvay et al,
2013) and Brazil (accession numbers FJ871160, FJ871209,
FJ871210, AY816292-AY816295, and AY816240) (Baker et al.,
2005; Baker et al., 2010).

Analysis of P. falciparum

Population Diversity

To determine whether the infections were mono- or polyclonal,
three microsatellites were genotyped using the ABI 3730xL DNA
analyzer, namely, Polyo, PfPK2, and TA87 (Su and Wellems,
1996). The primers used in the PCR protocol are listed in
Supplementary Table 1, and the electrophoresis products were
analyzed using GeneMapperTM software version 4.1 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). For electropherogram
analysis, the minimum peak height was set to 200 arbitrary
fluorescence units. Additionally, to exclude artifact peaks, we
used a cut-off value for minor peak detection of one-third the
height of the predominant peak. Population genetics analyses
were performed based on the predominant allele at each locus
(ie., that showing the highest electrophoretic peak). The
expected heterozygosity (Hg), mean number of alleles per
locus, and allele frequencies were calculated using Arlequin
v.3.5 software (Excoffier et al, 2007). The multiplicity of
infection (MOI) was calculated by dividing the total number of
alleles by the number of samples for each marker.

RESULTS

Deletion Profile of pfhrp2 and Its

Flanking Genes

In this study, we analyzed pfhrp2 deletion profiles in 132 samples
collected from individuals in four states within the Brazilian
Amazon, who were established to have clinical malaria caused by
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P. falciparum. All subjects were diagnosed with P. falciparum
infection at enrollment based on a microscopic examination of
samples, with subsequent confirmation by molecular diagnosis.
Most patients were men with a mean age of 36 years (SD = 12
years) (Table 1).

We analyzed the presence of the pfhirp2 gene using two PCR
protocols, namely, conventional and nested PCRs. Only samples
that were successfully amplified for molecular diagnosis were
included in this analysis. The results obtained using both
protocols were compiled to characterize the deletion profiles of
the analyzed samples. The results revealed that none of the
samples obtained from individuals in Amapa state (n = 11)
had a pfhrp2 deletion (Figure 1 and Table 1), whereas 6% (2 of
33) of the samples collected from Rondonia were found to be
pfhrp2-negative. However, higher frequencies of pfhrp2 deletion
were observed among the samples collected in Roraima (14.6%, 7
of 48) and Mato Grosso (10%, 4 of 40). All samples from Mato
Grosso with pfhrp2 deletion were collected prior to 2007
(Table 1), whereas in contrast, in Rondonia and Roraima, gene
deletion was detected in samples collected more recently.
Considering all samples assayed in this study, the pfhrp2
deletion rate reached 10% (13 of 132), and notably,
approximately the same proportion of deletions (10%) was
detected for samples collected in each of the two periods of
survey, before and after 2008. Furthermore, we detected several
types of deletion profile based on analyses of pfirp2 and the two
flanking genes (Table 2), with the upstream gene MAL7P1.230
being the most frequently absent.

In total, 94 (71%) samples were tested using RDT, only four
(4.3%) of which were negative for P. falciparum infection
(Table 1). One of the 94 samples (1.1%) detected negative based

on RDT and had a pfhrp2 deletion. Nonetheless, this sample also
had a very low parasitemia (20 parasites/uL) (Figure 2).

For the 84 sampleswith available parasitemia counts, most RDT-
negative samples had low parasitemia (range = 20-1,500 parasites/
uL) (Figure 2). Of note, eight samples characterized as pfhrp2-
negative were detected by RDT (Figure 2 and Supplementary
Table 2). Preliminary analysis based on conventional PCR
revealed that these samples were pfhrp3-negative. RDT data were
unavailable for the remaining four pfhrp2-negative samples.

Comparison of the pfhrp2

Deletion Profiles Determined

Using Different Protocols

Initially, we analyzed the pfhrp2 and flanking genes using
conventional PCR (Protocol 1) with previously described primers
(Baker et al., 2005; Baker et al., 2010). The results revealed that a
large proportion of the isolates were characterized by complete
deletions (Figure 3). To confirm these findings, we reanalyzed the
same samples using the nested PCR protocol (Protocol 2) described

TABLE 2 | Distinct profile of pfhp2 deletions found in the samples analyzed.

MAL7P1_230 pfhrp2 MALP1_228 N (%)

Present Present Present 69 (51.5%)
Absent Present Present 45 (33.6%)
Absent Present Absent 3(2.2%)
Present Present Absent 2(1.5%)
Absent Absent Absent 6 (4.5%)
Absent Absent Present 5 (3.7%)
Present Absent Absent 2 (1.5%)

“Deletion profiles are in bold.

pfhrp2 +

FIGURE 1 | The deletion profiles and variability patterns of pfhip2 sequences of Plasmodium falciparum isolates from regions in the Brazilian Amazon. Bar plots
show the proportion of pfhrp2 deletion in each of the surveyed states, and the pie charts show the frequency distributions for the pattems of pfivp2 sequences.
The localities of sample collection are shown on the map: Macapa, Amapa state (AP); Cuiabé, Mato Grosso state (MT); Porto Velho, Rondénia state (RO); Boa Vista,

Roraima state (RR).
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Log,, (parasites/pL)

o

RDT - RDT +

FIGURE 2 | Association between the results of rapid diagnostic tests (RDTs)
of malaria and parasitemia for subjects with clinical malaria caused by P.
falciparum. Parasitemia (parasites/iL) in 84 samples was estimated based on
microscopic analysis. Samples from Rondonia and Roraima were screened
using an SD Bioline Malaria Ag P.f/Pan test (Abbott) at enroliment; samples of
dried blood from Mato Grosso were tested using SD Bioline Malaria Ag P.f
(Standard Diagnostics). pfhrp2-negative samples are shown in solid circle.
RDT - and RDT + indicate negative and positive RDT results, respectively.

by Abdallah et al. (2015). A comparison of the two protocols
revealed a significant difference in the detected pfhrp2 deletion
rates (46% for Protocol 1 vs. 10% for Protocol 2). Moreover, there
was essentially no reproducibility between the protocols for samples
with low parasitemia (geometric mean = 1,795 parasites/uL, 95%
CI = 1,131-2,847 for samples with concordant results vs. geometric
mean = 1,304, 95% CI = 776-2,190 for samples with discordant
results, P = 0.166, as determined using the Mann-Whitney test).

Genetic Diversity of P. falciparum Samples
The genetic diversity among geographically discrete P.
falciparum populations was characterized by genotyping three
polymorphic microsatellites (TA87, Polya, and PfPK2). Owing to
insufficient amounts of sample DNA to perform all molecular
assays, only 99 (75%) of the total 132 samples were successfully
genotyped (the allele frequencies are given in Supplementary
Table 2). We accordingly established that most infections were
polyclonal (62 of 99), with multiplicity of infection (MOI)
varying from 1.06 to 1.66 (Table 3). Overall, the parasite
population studied was found to be highly diverse, with a total
heterozygosity index of 0.708 (SD = 0.093). Among the four
populations, the genetic diversity was observed to be higher in
the states of Roraima and Rondonia, as indicated by the mean
number of alleles per locus and heterozygosity indices (Table 3).
In contrast, P. falciparum populations from Mato Grosso state
were characterized by low genetic diversity with a lower number
of alleles per locus and heterozygosity index.

Ten of the 13 samples with a pfhrp2 gene deletion were
successfully genotyped, and all but one sample was characterized
by a polyclonal infection (Supplementary Table 3). Among
these 10 samples, nine were tested using RDT, and only a
single sample with very low parasitemia (20 parasites/uL) was
found to be negative. Notably, the monoclonal infection was
positive for RDT.

100 -
116

80 4

60 69

60
40

Frequency (%)

20 4
13

pfhrp2 + pfhrp2 -

FIGURE 3 | Comparison between protocols used in this study for the
assessment of pfhip2 and flanking gene deletions. Absolute values are shown
on bars. Gray: results of pfhrp2 deletion based on Protocol 1 (conventional
PCR using the primers described by Baker et al., 2005 and Gamboa et al
2010); black: results of pfhip2 deletion based on Protocol 2 (nested PCR
using the primers described in Abdallah et al., 2015). N = 129.

TABLE 3 | Proportion of multiplicity of infection and genetic diversity of
Plasmodium falciparum populations from 4 endemic areas of the Brazilian
Amazon.

Population No.of MOI No. of alleles per Within-population

isolates locus, mean + SD Diversity (Hg),
mean + SD

Amapa 1 1.06 26141 0.527 + 0.191

Mato 9 1.66 2017 0.250 + 0.433

Grosso

Rondbnia 33 1.20 6.0+20 0.636 + 0.192

Roraima 46 1.27 53+25 0.595 +0.111

HRP2 Sequence Variability

Overall, the pfhrp2 gene was successfully amplified from 34 samples
and thereafter subjected to amino acid repeat type analysis as
described by Baker et al. (2005; 2010). Notably, amino acid repeat
compositions were found to be similar for all regions analyzed
(Table 4), with the sequences of all samples starting with a type 1
repeat (AHHAHHVAD) and ending with a type 12 repeat
(AHHAAAHHEAATH). Repeat types 2 (AHHAHHAAD) and 7
(AHHAAD) were shown to have the highest number of repeat units
per sample, whereas other repeat types were rarely present, such as
type 4 (AHH), which was observed only in Mato Grosso samples.
Repeat types 9 (AAY), 11 (AHN), 13 (AHHASD), and 14
(AHHAHHATD) were absent from all regions.

On the basis of the types and numbers of repeat units present in
PfHRP2, we defined 10 distinct sequence patterns (patterns I to X in
Figure 4) in the P. falciparum isolates sequenced in this study
(Figure 1). The predominant pattern tended to differ among regions
(Figure 1), with only Rondonia and Mato Grosso states having a
common sequence (pattern III) at high frequency, which was present
in samples collected during the same period from 2006 to 2008.

By analyzing the PfHRP2 sequences of isolates from other
South America countries, we found pattern I to be the most
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TABLE 4 | Repeat types and number of repeat units in pfrp2 gene for 34 Plasmodium falciparum isolates from the Braziian Amazon region.

Region

1 2 3 4 5
Amapa (N = 9) 46 9 1-2 0 2
Mato Grosso (N = 6) 24 9-12 2 01 0-2
Ronddnia (N = 10) 2-4 9-12 1-2 0 1-2
Roraima (N = 9) 2-4 9-12 2 0 0-2

6

3-4
3-6
2.4
35

Minimum and maximum number of repeat units®

7 8 9 10 11 12 13 14
6-10 1 0 2-3 0 1 0 0
811 0-1 0 0-3 0 1 0 0
8-9 1 0 0-2 0 1 0 0
811 0-1 0 0-3 0 1 0 0

“Amino acid repeat types were identified as previous described (Baker et al., 2005; Baker et al., 2010).

prevalent pattern in Brazil and French Guiana (Table 5).
However, the lack of available data precludes us from drawing
conclusions regarding the diversity of PfHRP2 sequences in
other countries.

DISCUSSION

Deletion of pfhrp2/3 in the P. falciparum genome raises
concerns regarding the efficacy of RDTs, given that parasites
characterized by such deletions may not be identified by RDTs
that are based on the detection of histidine-rich protein 2
(HRP2). According to WHO guidelines, the threshold for
RDT change is a pfhrp2 deletion rate greater than 5% causing
false-negative RDT results (World Health Organization, 2020).
In the present study, we assessed the pfhrp2 deletion profile of
132 samples from four different states of the Brazilian Amazon.
Our findings revealed that although the deletion of this gene is
present in these regions, the proportion of false-negative RDT
results attributable to pfhrp2 deletion appears to be very low
(1%). These findings can be attributed to polyclonal infections,
owing to the presence of genetically distinct parasites differing
in PfHRP2 expression that infect the same host. However, at this
time we cannot exclude the possibility of cross-reactivity
with PfHRP3.

Overall, 10% of the P. falciparum isolates analyzed were found
to have a pfhrp2 deletion, which was confirmed by the finding that
most isolates were also frequently characterized by deletions of the
genes flanking pfhrp2. Isolates in samples collected from Roraima

TABLE 5 | Frequencies of PfHRP2 sequence patterns of Plasmodium falciparum
isolates from South America.

Pattems Frequency (%)
Brazil French Guiana  Colombia Peru Suriname

| 11 26.2) 16 (55.2) 0 0 0
il 3(7.1) 0 0 0 0
1l 8(19.0) 0 0 1(25.0) 0
v 6(14.3) 0 0 0 0
v 6(14.3) 4(13.8) 0 0 0
Vi 2(48) 3(10.3) 0 0 0
Vil 1@24) 0 0 0 0
Vil 124) 1(3.5 0 0 0
X 124) 0 0 0 0
X 1(24) 0 0 0 0
Xl 1(24) 1(3.5) 0 0 0
Xl 1@24) 0 0 0 1(100.0)
Xl 0 0 0 2 (60.0) 0
XV 0 0 0 1(25.0) 0
XV 0 0 1 (50.0) 0 0
X 0 0 1 (50.0) 0 0
XV 0 3(10.3) 0 0 0
P} 0 1(3.9) 0 0 0
Total 42 29 2 4 1

were found to have the highest proportion (15%) of pfhrp2 gene
deletion, followed by the Mato Grosso (10%), and Rondonia (6%)
isolates. These findings contrast with previous observations in
other areas of the Brazilian Amazon, with rates of 32% to 72% and
54% to 100% being reported in the states of Acre and Amazonas,
respectively (Rachid Viana et al, 2017; Goes et al, 2021).
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X A . S O O

Type: 1AHHARAVAD 2 I 3 EEEAREARY 4Nl s AESAREESD oBHEND 7 AHEAAD
8{ArHAAY| 10 R 12 AR 1 BN 1 AR

FIGURE 4 | Pattems of PfHRP2 sequences of P. falciparum isolates from South America. Amino acid repeat types were identified as previously described (Baker
et al., 2005; Baker et al.. 2010). PHRP2 sequence pattems | to X were identified in isolates sequenced in this study.
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More consistent with our present findings, Rachid Viana et al.
(2017) reported a low proportion (3%) of pfhrp2 deletions in
Rondonia state for isolates sampled in the Monte Negro
municipality. We and others have also found that the
MAL7P1_230 gene flanking pfhrp2, which encodes a Plasmodium
exported protein (PHIST) of unknown function (https://plasmodb.
org/), is frequently deleted in Brazilian samples (range = 21%-45%)
(Rachid Viana et al, 2017), whereas the other flanking gene,
MAL7P1_228, encoding for a putative heat shock 70 protein, was
less frequently deleted (range = 0.5%-11%) in the same samples.

The present study is the first to assess the deletion profile of
pfhrp2 in isolates from Amapa state, and although we were only able
to analyze a relatively few samples, none of these showed deletions
of this gene. Consistently, previous studies in the neighboring
Brazilian state of Para and French Guiana have reported the
absence of pfhrp2 deletions in isolates obtained from both areas
(Trouvay et al., 2013; Rachid Viana et al, 2017). In contrast, as
previously mentioned, we detected a high proportion of pfhrp2-
negative isolates (15%) from Roraima state, which borders Guyana
and Venezuela, and notably, P. falciparum samples collected in
Roraima were mainly obtained from travelers or workers
originating from Venezuela, a country that has contributed
significantly to an increase in imported cases of malaria in this
region (BRASIL. Ministério da Satde, 2020; Arisco et al., 2021). Our
findings accordingly underscore the need for constant surveillance,
particularly in this area, which has been established to have the
highest number of cross-border malaria cases in Brazl.

Despite the importance of monitoring for the presence of
parasites with a pfhrp2 deletion, we showed that the data obtained
requires careful analysis. By applying two well-established PCR-
based protocols, we found discrepancies in the results obtained
regarding the proportions of pfhrp2 deletion in the same samples.
Specifically, whereas the protocol based on conventional PCR
indicated a 46% deletion, that based on nested PCR indicated a
rate of only 10%. In this context, Parr et al (2018) recently
addressed issues concerning the sensitivity and specificity of PCR
assays for pfhrp2. The authors demonstrated a tenfold improvement
in the limit of detection when the extension temperature of the PCR
protocol was lowered from 72°C to 60°C (Parr et al., 2018). In the
present study, based on an analysis of three polymorphic
microsatellite locus, we showed that most infections were
characterized by multiple clones of genetically distinct variants of
the parasite. We accordingly speculate that such polyclonal
infections may complicate analyses using PCR-based testing
methods, given that different parasite populations with and
without pfhrp2 may be present in the same infected individual
For example, polyclonal infections can confound reporting of the
true proportion of gene deletions, whereas RDT results may be
influenced by the presence of genetically distinct parasites with
varying degrees of PfHRP2 expression in the same infection. We
detected eight samples with pfhrp2 deletions and positive results in
the RDT; among these, all but one sample harbored polyclonal
infections. Preliminary data based on conventional PCR indicated
that these samples were pfhrp3-negative. However, a method of
greater sensitivity needs to be employed to enable a more definitive
conclusion regarding pfhrp3 deletion. Thus, even though this result

could be explained in terms of the presence of pfhrp3, the diversity
of P. falciparum populations within the infections could also result
in parasite detection by RDTs.

The samples analyzed in this study were collected over a period
of 18 years (2002 - 2020), and thus the results obtained provide an
indication of how the pfhrp2 deletion profile has evolved over the
years in the Brazilian Amazon. During the assessed period, we
detected a moderate and relatively consistent proportion (10%) of
pfhrp2 deletions. In contrast, differing rates of pfhrp2 deletion have
previously been reported in Peru and Colombia. For example,
Dorado et al. (2016) recorded a deletion rate of 6% in samples
from Colombia collected from different sites between 2003 and
2010, whereas rates reaching up to 18% were detected in samples
collected from 1999 to 2009 in a study conducted by Murillo
Solano et al. (2015) (Dorado et al., 2012; Murillo Solano et al.,
2015; Dorado et al,, 2016). Similarly, in Peru, two studies reported
distinct deletion rates for samples collected at different sites
approximately 5-years apart, with Gamboa et al. (2010)
reporting a 41% of deletion (samples collected between 2003
and 2007), whereas Maltha et al. (2012) detected 26% pfhrp2-
negative isolates (2010 and 2011). Continuous surveillance will
provide a clearer picture of how the proportions of gene deletions
change over time and across regions.

Although the sequences of pfhrp2 tend to show considerable
diversity worldwide, this variability does not appear to have a
substantial influence on the performance of RDTs (Baker et al.,
2010; Kumar et al., 2012; Atroosh et al., 2015; Willie et al., 2018).
There is, however, evidence to indicate that polymorphisms in
the amino acid sequence of PHRP2 may affect RDT sensitivity at
very low parasite densities (<200 parasites/uL) (Baker et al,
2010). To better characterize the variability of PfHRP2, we
sequenced the genes of P. falciparum isolates representative of
the four regions assessed in the present study. As has previously
been reported for isolates from other countries (Baker et al.,
2005; Baker et al., 2010), we found that all sequences started with
a type 1 repeat, ended with a type 12 repeat, and comprised
mainly type 2, 6, and 7 repeats. Interestingly, in this regard, a
significant relationship has been described between the number
of type 2 and 7 repeats and RDT sensitivity at low parasitemia
(Baker et al., 2005; Kumar et al., 2012). Nonetheless, there is a yet
no consensus regarding this association, and it remains to be
established how PfHRP2 variability affects RDT performance
(Baker et al., 2010; Kumar Bharti et al., 2017).

We identified 10 distinct patterns of the PfHRP2 sequence
based on the type and number of histidine/alanine repeat units
present in each sequence, which were mostly exclusive of each
region. The only exception in this regard was the pattern III,
which was observed at a high frequency in isolates from
Rondo6nia and Mato Grosso collected during the same period.
Notably, however, many samples collected in Mato Grosso were
from individuals who were probably infected in Rondonia. The
high genetic diversity of the parasite population from Roraima
was associated to a high variability of PfHRP2. In contrast, for
samples collected in the other states, there was not a
straightforward association between levels of diversity of
parasite and PfHRP2. A comparison of the Brazilian PfHRP2
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sequences obtained in the present study with those identified in
other South American countries revealed that sequences with
similar profiles have been detected in Brazil and French Guiana,
particularly the three patterns (I, V, and VI) found
predominantly in Roraima and Amapa states. The northeast
borders of Brazil that include these two states comprise the
“Guiana shield”, along with Suriname, Guyana, French Guiana,
and parts of Colombia and Venezuela. This region is
characterized by large-scale movements of illegal gold miners
and a large number of cross-border malaria cases (Ferreira and
Castro, 2019; Arisco et al, 2021). Hence, we might expect to
detect extensive gene flow and common patterns of
PfHRP2 sequences.

In conclusion, we detected low to moderate levels of pfhrp2
deletion in different regions of the Brazilian Amazon.
Importantly, the presence of pfhrp2-negative isolates has not
been translated into a reduction in the efficacy of RDTs. We
believe that these observations can be attributed, at least in part,
to the multiplicity of infection in individuals; although at
present, we cannot exclude the possibility of cross-reaction
with PfHRP3. We have focused on describing the variability of
pfhrp2 in the Brazilian Amazon, given that PfHRP2 is the main
antigen targeted by most RDTs. However, there is evidence to
indicate that some monoclonal antibodies used in PfHRP2-
based RDTs show cross-reactivity to PFHRP2 and PfHRP3 (Lee
et al., 2006). In Brazil, similar to the findings reported from
other South American countries (40%-70% of pfhrp3 deletion),
the proportion of pfhrp3 deletions is typically very high (35%—
98%) (Gamboa et al., 2010; Murillo Solano et al., 2015; Dorado
et al., 2016; Rachid Viana et al., 2017; Goes et al., 2021). One of
the limitations of the present study is that we were unable to
assess PFHRP2 levels or the performance of a second brand of
RDT to confirm initial results indicating a lack of the protein.
Nevertheless, an important finding in this respect was the
discrepancy we identified in the proportions of pfhrp2
deletion detected using two different PCR protocols, which
reinforces the need to pay particular attention to laboratory
workflows when seeking to assess gene deletions. Taken
together, our findings highlight the importance of
continuously monitoring the presence and spread of parasites
with a pfrhp2 deletion in the Amazon region to ensure optimal
RDT performance.
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Abstract

High-copy genomic sequences could be used as PCR targets for the detection of
malaria infections, providing increased sensitivity over single- or low-copy genes.
Mitochondrial genome of malaria parasites has multiple copies in a single
mitochondrion, and many mitochondria per cell. Here, we describe the
development of eight specie-specific gPCR assays for diagnosis of Plasmodium
vivax, Plasmodium falciparum, and the zoonotic specie Plasmodium simium,
targeting coding and noncoding mitochondrial genome regions. The optimization
of the gPCR protocols involved a gradient of annealing temperatures, optimum
concentrations of the primers and probes, as well as the application of PCR
additives/enhancers (DMSO, glycerol, BSA), to improve the specificity of gPCR
amplification. Nonspecific amplification of other Plasmodium species and of
human targets was observed in different levels for all assays. Regardless of late
Cq values for most nonspecific amplifications, applying a cutoff did not exclude
many false-positive results and has compromised the detection of low
parasitemia. Therefore, although mitochondrial targets have higher sensitivity,
they frequently lose specificity due to its high sequence conservation. A wide
screening to evaluate cross-reaction between the Plasmodium species or
nonspecific amplification of human malaria-free samples should be performed for

all Plasmodium mitochondrial assays.
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Introduction

Despite the efforts that are currently being undertaken towards control of malaria
around the world, the disease remains an important public health problem in
many tropical and sub-tropical countries. In 2019, 229 million human malaria
cases and 409 000 deaths were reported in the world (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020). An early and accurate malaria diagnosis is crucial for
the effectiveness of the disease control. Microscopy of Giemsa-stained blood
smears are the most widely used approach for malaria diagnosis due to its low
cost and relatively simple procedure, despite of its poor sensitivity (CHENG;
CUNNINGHAM; GATTON, 2015). Molecular approaches such as polymerase
chain reaction (PCR) are more specific, sensitive, and reliable for malaria
diagnosis. The Nested PCR based on 18S rRNA gene has been largely used for
molecular-based malaria diagnosis (SNOUNOU et al., 1993). Real time PCR
(gPCR) has been increasingly implemented since it provides fast results in high-
throughput screening. It is highly sensitive, specific, and allows parasite
quantification (ALEMAYEHU et al., 2013; DIVIS et al., 2010; KAMAU et al., 2013).

PCR sensitivity is greatly influenced by the copy number of target molecule,
because of that, a target with low copy number limits the detection capability of
these assays, particularly for low parasitemias. Thus, Plasmodium mitochondrial
(mt) genome is an ideal target for PCR, as it has higher copy number per parasite
(20-150 copies) compared to the 18S rRNA gene (4-8 copies), allowing a greater
sensitivity (ISOZUMI et al., 2015). The genus Plasmodium has the smallest mt
genome as a tandemly repeated linear element of 6 kb (HIKOSAKA et al., 2011).

This genome encodes only three genes, coxl1, cox3 and cytb.

Despite the high sensitivity of mtDNA-based assays, here we describe the pitfalls
related to the development of malaria diagnosis assays by gPCR targeting the mt
genome for P. vivax, P. falciparum and the zoonotic species P. simium. Eight
species-specific assays were designed to amplify Plasmodium mt genome
(coding and noncoding regions) by qPCR. Because all our assays showed some
level of nonspecificity, we strongly recommend that the mitochondrial assays for
Plasmodium species diagnosis undergo a wide screening of different

Plasmodium species samples to access this potential issue.
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Materials and Methods
Human clinical samples

DNA of three Plasmodium species (P. falciparum, P. vivax and P. simium)
isolated from blood samples of patients previously diagnosed by well-trained
microscopists and Nested PCR (SNOUNOU et al., 1993) as single infections were
used to test the specificity of assays. One hundred and eleven blood positive
samples of patients from different parts of Brazilian Amazon infected with P. vivax
and P. falciparum and stored at the biorepository of Laboratory of Malaria at René
Rachou Institute were used. These samples were also previously assayed with
ribosomal and non-ribosomal (NR-gPCR) targets (AMARAL et al, 2019). The
geometric mean of parasitemia was 2,528 parasites/uL (Clos 1,914-3,338) for P.
vivax samples and 1697 parasites/uL (Clos 1,009-2,854) for P. falciparum
samples used in the assays. Seventeen blood samples of patients from Atlantic
Forest area diagnosed as positive for P. simium by PCR were also included
(BRASIL et al., 2017; DE ALVARENGA et al., 2018). Samples from 26 healthy volunteers
(human negative controls tested with distinct malaria PCR protocols) from a
malaria-free area (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil) were included as

negative controls in the assays.

The human blood collection was performed according to relevant guidelines and
regulations. All participants and/or their legal guardians provided written informed
consent. Ethical and methodological aspects of this study were approved by the
Ethical Committee of Research on Human Beings from the IRR (N° 2.243.058),
according to the Brazilian National Council of Health (Resolutions 196/96 and
466/12). The INI-Fiocruz Ethical Board approved the study concerning the
patients from Atlantic Forest (number 0062.0.009.000-11).

DNA extraction from blood samples was performed using QIAamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) or Gentra Puregene Blood Kit (QIAGEN,
Chatsworth, CA, USA), using 300 pL of blood and final volume of 50 pL. Both

blood and extracted DNA samples were stored at -20 °C.

Non-human primate samples
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Twenty P. simium and 5 P. brasilianum DNA samples obtained from non-human
primates (NHPs) from the Brazilian Atlantic Forest, stored at the biorepository of
Laboratory of Malaria, were included (ALVARENGA et al.,, 2017; DE
ALVARENGA et al., 2015, 2018). Samples from 12 NHPs from areas without
malaria transmission, also tested with distinct PCR protocols (Snounou et al.,
1993; Alvarenga et al., 2018), were included as NHP negative controls in the
assays. The Brazilian government (Ministry of Environment) authorized capture,
handling, and collection and transport of biological samples from non-human
primates (SISBIO numbers. 43375-4/2015, 54707-137362-2 and 52472-1, and
INEA license 012/2016012/2016). This study was approved by Institutional
Ethics Committee of animal use (CEUA license L037/2016).

Primer design and gPCR assay optimization

Eight gPCR assays for diagnosis of Plasmodium vivax, P. falciparum, and P.
simium, targeting coding and noncoding mt genome regions were designed.
Whole mt sequences of P. falciparum (GenBank accession numbers
AY282930.1); P. malariae (AB354570.1); P. simium (NC_007233.1) and P. vivax
(PvP01, GCA 900093555.1) were aligned using Clustal W software in Bioedit
package. For primer design, regions of mt genome that contained
polymorphisms, preferentially in the 3' ends, between Plasmodium species were
used to assure assay specificity. Primers/probes with the highest stringency in
the parameters of Primer Express software (Applied Biosystems™) and Oligo
(Molecular Biology Insights, Inc) were chosen. Probes for coxl gene assays
contained minor groove binder (MGB) and for the cox3, cytb genes and
noncoding regions assays, two different quenchers were used: an internal

quencher, ZEN, and Black Hole quencher at the 5’ end.

For gPCR assays, the optimum concentrations of the primers and probes were
defined using a concentration gradient (0.3 — 0.9 uM of each primer, 0.15 — 0.25
UM of probe). A gradient of annealing temperatures (52°C — 63°C) was also
tested. For cox1 gene assays, the optimum concentrations were 0.9 uM of each
primer and 0.15 puM of probe in a reaction with a final volume of 10 uL. The
QuantStudio device (Applied Biosystems ™) was used with the following cycling

parameters: a step of 60°C for 30 seconds and an initial denaturation of 95°C for
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10 min, followed by 45 cycles of denaturation at 95°C for 15 sec, annealing at
52°C for 30 sec and extension at 60°C for 45 sec followed by a final extension
incubation at 60°C for 30 sec. For PV_NC 1 assay, the best concentrations of
primers were 0.9 uM and 0.25 pM of the probe at 55° C, with different number of
cycles: 38 and 40. For the PV_COX3 assay, the best results were obtained using
0.6 and 0.9 uM of the primers and 0.25 uM of the probe at 60 to 64 ° C with 40
cycles. For the PF_CYTB assay, the best results were using primers at 0.9 yM
and 0.25 uM of the probe at 58 ° C and 60° C, with 38 and 40 cycles. The
PF_NC_1 assay was optimum results with 0.9 uM of primer and 0.15 yM of the
probe and 40 cycles, at 60° C and 62° C. For the PF_NC_2 assay, the best
protocol was using 0.5 to 0.9 of the primers uM and 0.15 to 0.25 uM of the probe
with 40 cycles, at 60° C and 62° C. All reactions had final volume of 10 pL and
followed the standard cycling protocol of Viia7 Real-Time PCR System (Applied

Biosystems).

To improve the specificity of gPCR amplification, PCR additives/enhancers
(DMSO, glycerol, BSA) were also used in different concentrations (1% to 5%)
(SIMONOVIC et al., 2012). All assays used TagMan™ Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems), and the reactions were standardized on 384-well plates
using QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems) for
cox1l gene assays or ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) for
cox3, cytb and noncoding regions assays (Applied Biosystems). All results were
analyzed using QuantStudio or QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR Software
(Applied Biosystems).

Positive and negative (no DNA) controls were used in each round of amplification.
The positive controls in gPCR assays were DNA Plasmodium species previously
diagnosed by well-trained microscopy and/or other molecular tests (Nested-PCR
and NR-gPCR) (AMARAL et al., 2019; SNOUNOU et al., 1993): (i) P. falciparum
DNA strain 3D7 maintained in Laboratory of Malaria at IRR; (i) DNA extracted
from the blood of patients with high parasitemia for P. vivax; (iii) DNA of P. simium
from a non-human primate; and (iv) DNA of P. brasilianum from the MR4 (ATCC,
USA). In addition, the specificity of the COX1 assays was also tested on non-
Plasmodium organisms, i.e., Leishmania infantum, Leishmania braziliensis,

Trypanosoma cruzi and Leptomonas sp.
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To prevent cross-contamination, the DNA extraction and mix preparation were
performed in “parasite DNA-free rooms” distinct from each other. DNA extraction
was performed twice on different days. Analysis of amplified DNA was performed
in a distinct area. Furthermore, each of these separate areas has different sets

of pipettes and all procedures were performed using plugged pipette tips.
Statistical analysis

The cutoff for each assay was established based on receiver operating
characteristic (ROC) curve by combining both sensibility and specificity. The Cq
values from positive samples were considered as “true positives”, while for the
negative samples confirmed by molecular tests (negative for the species to be
tested) were determined as “true negatives”. The ROC curve was calculated

using GrahPad Prism version 8.0 (GraphPad software).

The overlap in the Cqg values between specific and nonspecific amplifications was
established dividing the overlapping data points (Cq min. nonspecific < x < Cq
max. specific) by all the data points to calculate the percentage of overlapping
data points.

Results
Design and analysis of Plasmodium mitochondrial gPCR assays

Eight TagMan-based qPCR assays were designed for detection of P. falciparum,
P. vivax and P. simium. All coding genes and also noncoding regions of
Plasmodium mt genome were targeted in the assays: coxl gene (PS_COX1,
PV_COX1 1; PV_COX1_2), cox3 gene (PV_COX3), cytb gene (PF_CYTB), and
noncoding regions (PF_NC_1; PF_NC_2; PV_NC_1) (Figure 1).
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Assay name Primer/Probe Sequence
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Figure 1. Primers/probes sequences and schematic position of amplicons in Plasmodium
mitochondrial genome. Eight assays were developed targeting: coxl gene (PS_COX1;
PV_COX1_1; PV_COX1_2), cox3 gene (PV_COX3), cytb gene (PF_CYTB), and the noncoding
regions (PF_NC_1; PF_NC_2; PV_NC_1). Each assay is represented by colored boxes, and the
positions are based on the Plasmodium mitochondrial genome sequence (=6000pb). Primers (F:
forward; R: reverse) and probes (P) sequences of each assay are shown in the boxes with the
same shade of color. PF, PV, and PS correspond to P. falciparum, P. vivax and P. simium,

respectively.

Although mt genome is very conserved among Plasmodium species, the
sequence alignments of the amplicon, primers and probes of each assay show
the presence of some single nucleotide polymorphisms (SNP) used to distinguish
the different Plasmodium species (particularly at 3' ends of the primers) (Figure

2 and Supplementary figure 1).



PV/PS_COXI FOWARD
PS_COX1 PROBE
PV_COXI-1 PROBE
PV_COXI-2 PROBE
PV/PS_COXI REVERSE
Plasmodinm simium
Plasmodinm vivax
Piasmodinm falciparum
Plasmodinm malariae

PF_CYTB FORWARD
PF_CYTB PROBE
PF_CYTB REVERSE
Plasmodium falciparum
Plasmodium siminm
Plasmodium malariae
Plasmodium vivax

Figure 2:

Fd 20
accfaatccilecfatriga Tt
AGGAATGCHGCaTT
acgllaaTccecilarT
AGGITAATGCTGC|ICQATT
AGGPHAATGCTGCT|ATT

AT
AT
AT
AT
10
ATCATGGATATCGGAT T[Ga T[TT]

ATCATGGATATC|IGGATT 1|
ATCATGGATATCAGGATT q

}

2

AT
AT
AT
AT

ATCATGGATATCAGGATT
ATCATGGATATCHGGATT

TrTRERIratrrat[detfaacect T 1ldd

TATTT
TATTT
TATTT
TATTT

30

TTGCATTACATGATAC|T|TA
TIIGCATTACATGATAC|ITA
TIAGCATTACATGACACIATA

IWGCATTACATGATAC)

T

[ANAN AR

Gl

[
|
gl

CE==RD

TA
TA
TA
TA

B

Alignment of mitochondrial

125

40 50

TATGTQAIGIT GCTCA
rateTpfalrlclecTca
[mdaclraTeTlallklclecTca

T
T

AfTaTc@at

MTATC[IAT
IT]

GGTGCAATMATTG

TATGT GGTGCAAT[IATTG

TICIGCTCA[T|TTCCATTTTGTA
TATGTARITICGCT CA[TTTCCATTTTGTA[|TATCJATAMGGTGCAAT(IATTG
TATGT|TIMTTIGCTCA|TITTCCATTTTGTAIQTATCHATITIGGTGCAAT|IJATTG
TATTATGT A[iGClCAZ]lCAI[:]GlAiAlC ATHGGTGCAATIHATTG

40 o 60 70

TTTAT
TTTAT
TTTAT
TTTAT

GTMAC|T|IGCTTT TTGGTTATGTCTTACCATGGGGT CAAATGAGTTATTGGGGTGC

8 | g
GT|MACAGCTTTIATAGGTTACGTTTTACCTTGGGGACAAATGAGTTATTGGGGTGC
GTITACAIGCTTTT|ATAGGTTATGTTTTACCATGGGGACAAATGAGTTATTGGGGTGC
GTINACAIGCTTTIATAGGTTACGTTTTACCTTGGGGACAAATGAGTTATTGGGGTGC

amplicon sequences of Plasmodium from

PV/PS_COX1 and PF_CYTB assays. The assays exemplified here are targeting Cox1 gene
(PS_COX1; PV_COX1_1; PV_COX1_2) and CYTB gene (PF_CYTB). Primers and probes of
each assay are shown. Genbank sequences accession number: P. falciparum (AY282930.1); P.
malariae (AB354570.1); P. simium (NC_007233.1) and P. vivax (PvPOl). PF, PV, and PS

correspond to P. falciparum, P. vivax and P. simium, respectively. The boxes highlight

polymorphic regions in primers/probes.
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Nonspecific amplification for mt Plasmodium assays

A wide screening to verify the cross-reaction between the Plasmodium species
or amplification using human malaria-free samples was performed in all
Plasmodium mitochondrial assays. A panel of 154 Plasmodium clinical samples
diagnosed by well-trained microscopists and previously assayed with ribosomal
and non-ribosomal targets, and samples from healthy volunteers were used. Data
about parasitemia by LM of all samples used in each assay is shown in table 1.
Nonspecific amplification was observed in all assays for other Plasmodium
species and/or human negative control samples, as described below.

In the cytochrome oxidase 1 assays, there was no nonspecific amplification with
human malaria-free samples (0/15). DNA from other parasites (Leishmania
infantum, Leishmania braziliensis, Trypanosoma cruzi and Leptomonas sp)
underwent cytochrome oxidase 1 assays to ascertain specificity (data not
shown). The Plasmodium vivax PV_COX1_1 assay was tested with 40 P. vivax
samples, all of them amplified (Cq mean = 29.0; range = 20.6 - 38.2) and did not
cross react with any of 42 P. simium samples. However, nonspecific amplification
was identified in 12 out of 20 (60.0%) reactions using well characterized P.
falciparum samples (with known parasitemia and confirmed by other PCR
protocols to exclude co-infection), with Cq mean value of 39.2 (35.0 — 40.8),
resulting in 10.2% (12 of 117) of all reactions assayed (Table 1). To reduce
nonspecific amplification, in PV_COX1_2 assay a new probe was designed by
adding nucleotides spanning a more polymorphic region. Using this probe, 49/50
(98%) P. vivax samples amplified correctly and did not cross react with any of 20
P. simium samples and 15 P. malariae/P. brasilianum samples. Nevertheless,
nonspecific amplification was observed in 11.4% (16 of 140) reactions, 16 out of
55 (29.0%) reactions using P. falciparum samples had nonspecific amplification.
Cq mean value was 42.3 (34.0 — 44.6) and 32.4 (24.2 — 42.0), for nonspecific and
specific amplifications, respectively (Table 1). Although in general nonspecific
amplification had late Cq values, there was an overlap in the Cq values with
specific amplifications of 6.1% and 18.7% of tested samples for PV_COX 1 and
PV_COX_2 assays, respectively.
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The assay targeting the cytochrome oxidase 3 gene, PV_COX3, had 23.4% of
nonspecific amplification with other Plasmodium species (Table 1) with a Cq
value ranged from 35.1 to 39.9 and an overlap in the Cq values with specific
amplifications of 3.8%. Nonspecific amplification was observed for one of 67

(1.5%) reactions with human malaria-free samples tested for this assay.

For PV_NC_1 assay, three of six Plasmodium samples (50%) showed
nonspecific amplification with Cq mean value of 34.8 (32.7 — 38.8), and 11.8% (8
of 68) of reactions using human malaria-free samples were amplified by this
assay (Cq mean = 36.5; range = 31.3 — 38.6) (Table 1). For P. vivax specific
amplification, this assay amplified 95.7% of positive samples, with the Cq mean
value of 30.6 (27.0 — 37.4). All nonspecific amplifications had Cq values above
the mean value for the specific ones. An overlap between the Cq of nonspecific
and specific amplifications was observed for 31.8% of analyzed samples.

For P. falciparum, two assays targeted noncoding regions. The Cq mean for
specific amplifications using P. falciparum positive samples in PF_NC_1 assay
was equal to 22.0 (12.7 — 34.6) and for PF_NC_2 the Cq mean was 25.9 (19.3 —
29.8). In PF_NC_1 assay, four out 15 P. falciparum samples did not amplify
(Table 1) and this result was not associated to low parasitemia (geometric mean
= 1,224 parasites/pL). The assay showed nonspecific amplification in 14.6% (11
of 75) of all reactions assayed, including 11.8% (2 of 17) of P. vivax samples.
PF_NC_2 had nonspecific amplification in 27.8% (27 of 97) of all reactions, being
38.9% (7 of 18) of P. vivax samples (Table 1). For human negative control
(malaria-free samples), the PF_NC_1 and PF_NC_2 had an amplification rate of
20.9% (9 of 43) and 33.3% (20 of 60), respectively. Cq value for nonspecific
amplifications ranged from 33.0 to 39.7 for PF_NC_1 and from 32.7 to 38.8 for
PF_NC_2 assay. There was an overlap of 18.1% and 8.9% between Cq values
of specific and nonspecific amplifications for PF_NC_1 and PF_NC_2,

respectively.

Nonspecific amplification for the assay targeting the P. falciparum cytochrome b
(PF_CYTB) was identified in 15.5% (38 of 245) of reactions, including 62.5% (5
of 8) of P. vivax samples and 19.3% (33 of 171) of reactions using human

negative control samples from malaria-free areas (Table 1). In this assay,



128

different concentrations of DMSO (1% to 5%) were used to reduce the
nonspecific amplification, as well to Plasmodium specific samples to assess its
effect. Of 52 samples tested with DMSO (human negative control from malaria-
free areas and P. vivax samples), four had nonspecific amplification (7.7%),
besides, at the same time, 21 out 66 (31.8%) Plasmodium specific samples did
not amplify due to DMSO inhibition, decreasing the sensibility of PF_CYTB assay
(Table 1). Six out the 66 specific samples tested without any
additives/modifications did not amplify and this result was not associated to low
parasitemia (geometric mean = 1,240 parasites/uL). The highest Cq value for the
specific amplifications was 33.3, nearly one cycle lower than the Cq minimum of
the nonspecific amplifications (range = 34.8 — 39.8). There was not overlap
between nonspecific and specific amplification for this assay.

In P. simium assay targeting the cox1 gene, the unique gene in mt genome able
to differentiate this species from P. vivax, all 37 P. simium samples amplified (Cq
mean = 30.7, range = 22.0 — 38.5) (Table 1). For assessment of cross-reactivity
with other Plasmodium species, a panel of Plasmodium samples was submitted
to the P. simium gPCR assay. Likewise, samples from human patients infected
with P. vivax from the Amazon region were tested. No amplification was observed
by using both samples from P. vivax from the Amazon region (n=14) and P.
malariae/P. brasilianum (n=13). DNA from other parasites (Leishmania infantum,
Leishmania braziliensis, Trypanosoma cruzi and Leptomonas sp) underwent P.
simium gPCR to ascertain specificity (data not shown). The assay did not cross
react with any of 15 non-infected volunteers neither with 12 NHPs from non-
malaria transmission areas tested. However, nonspecific amplification was
identified in 13 out of 36 (36.1%) P. falciparum samples (Cq mean = 40.0, range
= 36.2 — 44.7). These late nonspecific amplifications were visualized in 20.6% of
all reactions using Plasmodium samples (13 of 63) (Table 1). An overlapping was
observed between Cq values between P. simium specific and nonspecific

amplifications in 11.9% of samples.



Table 1: Summary of data including all reaction for each assay.

Parasitemia by
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) species** Nonspecific
Geometric mean - - o
. ) Reaction Reaction amplification
(parasites/pl) Reaction Cq mean o Cq mean . Cg mean .
Positivity (%) ( ) Positivity ( ) Positivity ( | reactions (%)
ositivi 0 range range range,
y g %) g %) g
2872 29.0 39.2
PV_COX1_1 40/40 (100) 12/62 (19.3) 0/15 NA 12/117 (10.2) 347
(Clgs 1875-4400) (20.6 - 38.2) (35.0-40.8)
2057 324 42.3
PV_COX1_2 49/50 (98) 16/90 (17.7) ND NA 16/140 (11.4) 40.5
(Clgs 1473-2872) (24.2 - 42.0) (34.0 - 44.6)
3802 26.5 37.7
PV_COX3 41/43 (95.3) 11/47 (23.4) 1/67 (1.5) - 12/157 (7.6) 34.1
(Clgs 2745-5265) (18.0- 35.4) (35.1-39.9)
1159 30.6 34.8 36.5
PV_NC_1 22/23 (95.7) 3/6 (50) 8/68 (11.8) 11/97 (11.3) 34.3
(Clgs 343.7-3911) (27.0-37.4) (32.7 - 38.8) (31.3-38.6)
1587 22.0 34.7 36.3
PF_NC_1 11/15 (73.3) 2/17 (11.8) 9/43 (20.9) 11/75 (14.6) 32.9
(Clgs 380.9-6614) (12.7 - 34.6) (33.4-36.0) (33.0-39.7)
1255 25.9 34.6 20/60 36.6
PF_NC_2 18/19 (94.7) 7/18 (38.9) 27/97 (27.8) 31.2
(Clgs 415-3795) (19.3-29.8) (29.2-37.4) (33.3) (32.7 - 38.8)
1337 23.2 38.3 33/171 37.1
PF_CYTB 36/66 (54.5)% 5/8 (62.5) 38/245 (15.5) 34.9
(Clgs 325.6-5489) (13.0-33.3) (38.0-38.4) (19.3) (34.8 - 39.8)
1327 30.7 40.0
PS_COX1 37/37 (100) 13/63(20.6) 0/27 NA 13/139 (9.3) 36.6
(Clgs 765.5-2302) (22.0 - 38.5) (36.2-44.7)
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NA: not applicable. ND: Not determined. * In this table were included the sum of all the reactions assayed. ** Other Plasmodium species tested: In PV_COX1_1
assay were tested 51 Plasmodium samples: P. simium (n=42) and P. falciparum (n=9); In PV_COX1_2 assay were tested 65 Plasmodium samples: P. simium
(n=20), P. malariae/P. brasilianum (n=15) and P. falciparum (n=30); In PV_COXS3 assay were tested 47 Plasmodium falciparum samples; In PV_NC_1 assay

were tested 6 Plasmodium samples: Plasmodium simium (n=2), P. malariae/P. brasilianum (n=2) and P. falciparum (n=2); In PF_NC_1 assay were tested 17
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Plasmodium vivax samples; In PF_NC_2 assay were tested 18 Plasmodium vivax samples; In PF_CYTB assay, were tested 8 Plasmodium samples: P. simium
(n=2), P. malariae/P. brasilianum (n=2), and P. vivax (n=4); In PS_COX1_1 assay were tested 57 Plasmodium samples: P. vivax (n=14), P. malariae/P.
brasilianum (n=13) and P. falciparum (n=30). ***For PS_COX1, negative controls included human negative controls (n=15) and NHP malaria-free samples

(n=12). #*PF_CYTB: 21 samples did not amplify due to the use of DMSO.
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A cutoff for each assay was stablished using the Cq values of specific and
nonspecific amplifications, based on the sensibility and specificity values given
by ROC curve. The optimal value for the cutoff was determined as specificity
>90% (Table 1). The cutoff determination was not able to separate specific from

the nonspecific amplifications for most assays (Figure 3).
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Figure 3: Distribution of Cq values for specific and nonspecific amplifications by assay.
(A) P. vivax cytochrome oxidase 1 assay 1. (B) P. vivax cytochrome oxidase 1 assay 2. (C) P.
vivax cytochrome oxidase 3 assay 2. (D) Plasmodium vivax noncoding region 1. (E) P. falciparum
noncoding region 1. (F) P. falciparum noncoding region 2. (G) P. falciparum cytochrome B. (H) P.

simium cytochrome oxidase 1. P. vivax + and P. falciparum +, samples positive for P. vivax and
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P. falciparum, respectively, previously diagnosed using different molecular protocols; Human
negative control, samples from healthy volunteers from a malaria-free area (samples tested with

distinct malaria PCR protocols). Error bars represents Cq mean and standard deviation. For the
assays A, B and | the number of cycles was 45 and for the assays C-H, the number was 40. The

dashed line represents the cutoff estimated for each assay by ROC curve.

Optimization of protocols to increase assay specificity

Initially, to minimize the nonspecific amplification, a set of parameters was
modified, such as the concentration of primers/probes in each assay, the
denaturing and annealing conditions, and the number of cycles. The primers
concentrations varied from 0.3 uM to 0.9 uM and from 0.15 uM to 0.25 uM for
probes. The annealing temperature tested varied from 52°C to 63°C. These
modifications decreased the number of nonspecific amplifications in some cases,
however, did not eliminate all of them. The Cq values for the specific
amplifications increased, showing that changes in annealing temperature and
primers/probe concentrations interfered with assay sensitivity. A variety of PCR
additives/enhancers (DMSO, glycerol and BSA) has also been used to increase
the specificity, yield or consistency of reactions. The reduction of nonspecific
amplification was notable in most of the samples; however, the use of these
additives hampered the efficiency of specific amplifications. For PV_COX1 2
assay, 5% of DMSO, glycerol or BSA was tested individually, and only DMSO
was able to reduce nonspecific amplification. However, the use of additives also
had an impact on the specific amplification, increasing the Cqg values (Cg mean
of 18 to 27). To reduce this impact on specific amplification, different
concentrations of DMSO and DNA were simultaneously tested. The best
combination to avoid nonspecific amplification without interference with the
specific ones was using 3.5% DMSO with the double amount of DNA (Data not
shown). However, when a large panel (n=30) of well characterized Plasmodium
falciparum samples was screened using parameters, 8 samples amplified with
mean Ct of 42.3 (35.3 - 44.6). None of the implemented strategies was able to
eliminate all nonspecific amplification. For the PF_CYTB, all concentrations of
DMSO tested (1 to 5%) were able to eliminate the nonspecific amplification (0 out
of 22). However, only one out of 16 specific samples was successfully amplified

for P. falciparum. Once again, the use of DMSO hampered the efficiency of
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specific amplifications, decreasing the sensibility of PF_CYTB assay (only 54.5%
of specific samples was amplified) (Table 1). In a single experiment using 1%
DMSO, 3 out of 29 human negative control samples amplified nonspecifically for
P. falciparum, with Cq mean of 37.4 (37.2 — 37.8), whereas 13 out of 19 P.

falciparum samples amplified specifically (Cq mean = 24.5, range = 14.7 — 32.3).
Discussion

In the past decade, nucleic acid amplification techniques have established
increasingly high standards in diagnosis sensitivity by the use of multi-copy target
genes (Gruenberg et al. 2018; 2020; Amaral et al., 2019). Mitochondrial (mt)
genomic sequences can provide alternative PCR targets for the detection of
malaria infections, offering increased sensitivity over single- or low-copy target as
the 18S rRNA genes (Gruenberg et al., 2018). We evaluated the specificity of
eight different assays targeting the mt genome of P. vivax, P. falciparum and P.
simium. The adjustment of PCR parameters was performed to reduce false-
positives results. The experiments were in accordance with the standards of
excellence stipulated by the guidelines for the Minimal Information for
Publications on Quantitative Real Time PCR Experiments (MIQE), that give a
checklist of essential and desirable information that should be reported to enable
the reviewer to judge the validity of the paper and the reader to repeat the

experiment and reproduce the results (Bustin et al., 2009).

A wide screening with Plasmodium clinical samples was performed to test assays
specificities. Once mitochondrial PCR-targets seems to be more sensitive and
show potential for detecting submicroscopic malaria infections, is expected to be
able to detect previously unseen co-infections. Here, the exclusion of co-infection
was essential to truly access specificity of the assays. For this reason, well
characterized samples with known parasitemia and confirmed by other PCR
protocols were used. Despite of exhaustive evaluation of different parameters, all
gPCR assays targeting the mt genome showed a degree of nonspecific
amplification of other Plasmodium species or human DNA.

Interestingly, despite the only difference between P. simium from P. vivax
sequences is one unique single nucleotide polymorphisms (SNPs 3535 T>C) in
COX1 assays, the protocols did not cross react. However, were observed
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nonspecific amplification with P. falciparum samples. The amplification of P.
falciparum samples from Amazon region in Ps COX1 assay confirm the low
specificity of the target, once is improbable to have co-infections with P. simium
in humans from Amazon region (once P. simium is a parasite endemic from

Atlantic Forest region).

Different studies have demonstrated the use of Plasmodium mt genome as a
useful target for malaria genus diagnosis using conventional PCR (Isozumi et al.
2015), nested PCR (Steenkeste et al. 2009), and gPCR (Haanshuus et al. 2019).
However, only few studies demonstrated a specie-specific malaria diagnosis,
based on loop-mediated isothermal amplification (LAMP) (Britton et al. 2016),
PCR (Cunha et al. 2009) and qPCR (Souza et al. 2012; Gruenberg et al. 2018;
2020; dos Santos et al. 2020). In these reports, it is not clear whether cross-
reactivity between Plasmodium species or with human malaria-free samples
were evaluated. Even though most studies have screened a large number of
samples it lacks information about assay specificity such as cross-reactivity test

and melting curve analysis for qPCR tests using DNA intercalating dye.

To differentiate between specific and nonspecific amplifications based on Cq
values, a cutoff was defined for each assay by applying the ROC curve analysis.
The Cq values was related to > 90% of specificity to properly identify the
individuals who did not have malaria and, in the meantime, assuring a reliable
sensibility value. However, the cutoff determination was not able to completely
exclude false-positive results for most assays. The dilemma consists in a trade-
off between sensitivity and specificity. The correct identification of Plasmodium
species is of paramount importance and is one of the major challenges in malaria
diagnosis. Misdiagnosis of the Plasmodium species may have a significant

negative impact on the effectiveness of treatment and prognosis of the disease.

Even though assays were designed to target polymorphic regions of Plasmodium
MtDNA, nonspecific amplification with other Plasmodium species and with human
targets was observed. In this study, despite of a series of modifications
implemented in each assay to decrease the nonspecific amplifications, none had
eliminated all of them. For some assays, these modifications caused an increase

in the Cq values for the specific amplifications, decreasing the assay sensitivity.
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This reduction may have significant impact particularly in detection of P. vivax
infections which is frequently characterized by low parasitemias. A variety of PCR
additives/enhancers was used to increase the specificity of PCR reactions such
as DMSO, glycerol and BSA. DMSO has been proven to considerably enhance
both the specificity and efficiency of DNA polymerization (SIMONOVIC et al.
2012). Several polyhydroxyl alcohols are also potent PCR enhancers, such as
glycerol, that improves PCR specificity (SIMONOVIC et al. 2012). The addition of
bovine serum albumin (BSA) to PCR reactions is often beneficial for its ability to
scavenge and neutralize several contaminants that inhibit Taq, including hemin
and iron chloride (SIMONOVIC et al. 2012). They interfere with hydrogen
bonding, thus facilitating strand separation, lowering DNA melting temperature
(Tm) and consequently improving the specificity of primer binding (SIMONOVIC
et al. 2012). The beneficial effects of additives are often template and primer-
specific and must be determined empirically. Herein, the PCR
additives/enhancers reduced but did not eliminate nonspecific amplifications;
besides, the use of these additives hampered the efficiency of specific

amplifications.

Conclusion

The Plasmodium mitochondrial genome is an attractive target for PCR-based
detection of malaria parasites. However, as P. vivax and P. falciparum have at
least 90% of conservation of mtDNA, the design of species-specific primers and
probes is a challenge (Mcintosh et al., 1998). The high degree of conservation of
the Plasmodium mt genome may be due to structural constraints on the
genome. Thus, a rigorous testing including the screening of a panel of samples
well characterized should be performed to verify the existence of non-specific

amplifications in all Plasmodium mt assays.
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