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Resumo

Introducdo: Novas abordagens moleculares, como a PCR em Tempo Real
tém sido desenvolvidas com a finalidade de garantir a detec¢do acurada de
espécies de Plasmodium spp. Essa técnica possui baixo risco de
contaminacgdo cruzada e ambiental, rapida execucgdo e limite de deteccdo de
1-5 parasitos/ul. de sangue, sendo factivel para rastreamento de
assintomaticos, deteccdo de infeccBes mistas e baixas parasitemias. O
diagnostico preciso de malaria é fundamental para assegurar o tratamento
eficaz desse agravo, além de melhorar a prestacdo de servicos em salde e
gerar dados para direcionar as acGes de controle regionais e nacionais,
sobretudo diante dos progressos dessas estratégias em direcdo a eliminacéo.
Objetivo: Validar protocolo de PCR em Tempo Real duplex para deteccao
espécie-especifica das quatro espécies do género Plasmodium em amostras
clinicas. Metodologia: Foram incluidos pacientes com febre (temperatura
axilar> = 37,5°C) ou historia de febre nas Gltimas 24h, que se apresentaram
nos municipios de Belém, Goianésia do Para e Itaituba, estado do Para, para
realizar o diagndstico da malaria nos anos de 2014 a 2015. O DNA foi
extraido de amostras impregnadas em papel de filtro, usando kits comerciais
e processamento do material em um laboratério de referéncia. Além da
microscopia pelas técnicas de Gota Espessa/Distensdo Sanguinea para
identificacdo da espécie de plasmoddio e determinacdo da parasitemia,
preparadas e examinadas por dois microscopistas independentes, foram
realizados ensaios de Nested-PCR e PCR em Tempo Real duplex. Todos 0s
procedimentos laboratoriais foram executados em duplicatas e para a
Nested-PCR e PCR em Tempo Real, foram utilizados controles positivos
para cada uma das quatro espécies de Plasmodium e controle negativo. A
Nested-PCR foi usada como teste de referéncia. Resultados: Do total de
312 amostras avaliadas, a Gota Espessa detectou 136 amostras positivas,
sendo seis infeccBes mistas (P.falciparum/P.vivax) e 176 negativas. Ja a
PCR em Tempo Real identificou 138 e 174 isolados positivos e negativos,
respectivamente, detectando 14 infeccGes mistas. A sensibilidade e a
especificidade da PCR em Tempo Real foram 98,57% e 100,00%,
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respectivamente. A microscopia mostrou sensibilidade de 97,14% e
especificidade de 100,00%. A correlacdo entre PCR em Tempo Real e
Nested-PCR apresentou excelente concordancia na deteccdo de amostras
positivas e negativas (0,96 e 0,98, kappa 1C:95%). No caso de infecgdes
mistas, a PCR em Tempo Real identificou maior nimero que a Nested-PCR,
obtendo concordancia boa para identificacdo deste perfil de resposta entre as
duas técnicas (0,87 kappa 1C:95%). Concluséo: O protocolo de PCR em
Tempo Real duplex avaliado apresentou sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade excelentes para deteccdo de infec¢bes por Plasmodium
spp. em amostras clinicas, sendo uma ferramenta valiosa para o diagnostico
preciso de malaria, em especial na deteccdo de infeccGes mistas.

Introducéao

Métodos baseados em biologia molecular tém sido utilizados para
deteccdo de espécies de Plasmodium por Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR). A técnica de Nested-PCR ou PCR aninhada pode ser aplicada na
identificacdo de individuos com maléria em triagens epidemioldgicas e em
centros de referéncia [1, 2, 3]. Apesar de algumas vantagens, como baixo
limite de deteccdo (1 a 5 parasitos/pL de sangue), alta sensibilidade e
especificidade (maior ou igual a 95%) [4], a técnica de Nested-PCR
apresenta algumas limitagdes, como a demanda de tempo no processamento
da técnica, risco de contaminacdo cruzada e ambiental na manipulacdo dos
produtos da amplificagdo e infraestrutura adequada a sua aplicagdo [5].
Além disso, variacdes de sequéncias nas cepas de P. ovale tem afetado a
precisdo de deteccdo desta espécie em populacdes oriundas de diferentes
regibes ao redor do mundo, quando se emprega a técnica de Nested-PCR
com os primers ora disponiveis [6].

Assim, novas abordagens moleculares para deteccdo das espécies de
Plasmodium, com énfase as de importancia clinica (P. vivax, P. falciparum,
P. ovale e P. malariae), tém sido desenvolvidas, dentre essas ha a PCR em
Tempo Real [7, 8, 9]. A PCR em Tempo Real viabiliza uma ferramenta
molecular ainda mais sensivel que as disponiveis, com menor risco de
contaminacgdo, possibilidade de quantificacdo dos patégenos ou carga
parasitaria, além de processamento mais rapido, em um prazo de
aproximadamente 3 horas [7]. Essas caracteristicas ndo sao importantes
apenas para o diagnostico individual e avaliacdo da eficacia clinica, mas
serdo cada vez mais indispensaveis diante de inquéritos epidemiolégicos e
para avaliar o sucesso dos programas de controle da malaria e campanhas de
eliminacéo [8, 9,10].

Portanto, a eficiéncia das ferramentas diagndsticas da malaria deve
incluir ensaios que possam detectar todos os casos, inclusive portadores ou
assintomaticos, pois estes individuos sdo reservatorios do parasito, bem
como portadores de infeccdo mistas, uma vez que a identificagdo correta do
parasito € importante para a intervencao terapéutica adequada a cada espécie
[1]. H& pesquisadores que sugerem, inclusive, a adocdo de duas ou mais
técnicas moleculares com fundamentos diferentes para estabelecimento do
“Consenso Molecular”, que deveria ser considerado o padrdo-ouro, pois
garantiria um parametro seguro e acurado para fins de diagnostico. E, diante
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disso, a técnica de PCR em Tempo Real seria uma das empregadas para esse
fim [1, 10, 11].

Vaérias tecnologias e protocolos de PCR em Tempo Real estdo
disponiveis [12, 13, 14, 15]. O protocolo adotado nesse estudo foi descrito
por Rougemont et al. [7], € uma técnica de PCR em Tempo Real duplex,
que pode detectar em um s6 ensaio a presenca das quatro principais espécies
de Plasmodium e utiliza conjunto de primers para amplificacdo da menor
subunidade do gene 18S rRNA, uma vez que este alvo contém regides
altamente conservadas e em grande numero de cépias. Além disso, esse
protocolo pode ser adaptado para identificacdo de outras espécies de
importancia clinica, por meio da inclusdo de sondas do sistema Tagman
para identificacdo, por exemplo, do P. knowlesi em uma abordagem
multiplex [7, 11]. Ressalta-se que esse protocolo pode ser aplicado como
ferramenta de triagem em larga escala, pois processa grande numero de
amostras ao mesmo tempo [16, 17, 18].

Assim, esse trabalho teve como objetivo principal validar um protocolo
qualitativo de PCR em Tempo Real duplex para deteccédo espécie-especifica
das quatro espécies de Plasmodium em amostras clinicas de individuos
provenientes de trés municipios do estado do Para, Brasil.

Métodos

Aspectos éticos

Todas as amostras utilizadas no estudo para analise de microscopia,
Nested-PCR e PCR em Tempo Real somente foram obtidas apds aprovacéao
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Evandro Chagas, sob o
parecer de n° 004/2015 (IEC/SVS/MS). Todos os participantes assinaram 0
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), no caso dos maiores
de 18 anos, ou assentiram em participar por meio da ado¢do do termo de
assentimento para os menores de 18 anos, para posterior preenchimento de
Ficha Clinico-Epidemioldgica.

Area de estudo

A érea de estudo compreendeu os municipios de Belém, Goianésia do
Pard e ltaituba, no estado do Para, regido Amazbnica brasileira. As
condi¢bes climaticas, distribuicdo hidrica e o desmatamento florestal
favorecem a manutencdo do ciclo de transmissdo da malaria nessa regido
[19, 20, 21, 22]. Belém é um municipio de &rea ndo endémica localizado no
nordeste do estado, Goianésia do Para € um municipio de area endémica
para malaria que estd localizado na regido sudeste do estado e ltaituba,
localizado a sudoeste do estado, é uma localidade caracterizada pela intensa
atividade de mineracdo de ouro no Vale do Rio Tapajos [23, 24, 25]. Essas
areas possuem clima equatorial, marcado por longos periodos chuvosos
durante o0 ano, com uma curta estacdo seca. H& predominancia da vegetacao
tropical Umida, com temperatura média anual de 26° a 28°C. Esses fatores
climaticos associados aos fatores socioeconémicos influenciam na
manutencdo dos casos de malaria no estado do Paré [26].
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As duas areas endémicas desse estudo compdem o grupo dos 27 (vinte e
sete) municipios que concentram 60% dos registros de maléria na regido
Amazonica brasileira, além de também fazerem parte dos 17 municipios
prioritarios do estado do Paré que detém 90% dos casos neste estado [27].

Dos 142.314 casos registrados na regido Amazonica em 2015, o estado
do Paré foi responsavel por 9.418 casos, sendo o P. vivax a espécie com
maior prevaléncia no estado. Este cenario evidencia reducdo significativa
dos casos da doenca, entretanto é necessario manter a efetividade das acoes
de controle e prevencdo da malaria, como objetiva 0 PNCM (Programa
Nacional de Controle da Maléria) [19].

Amostras biologicas

Foram coletadas amostras de sangue da polpa digital provenientes de
individuos com manifestacdes clinicas sugestivas de malaria que buscarem
0 Servigo Publico de Saude nos municipios selecionados. Os critérios de
inclusdo foram: individuos de ambos o0s sexos com idade maior que oito e
menor que 80 anos, febre documentada (temperatura auxiliar >37.5° C) ou
referida nas 24 horas anteriores e primeira consulta para a doenca atual. J&
os critérios de exclusdo, foram: pacientes menores de 08 (oito) anos, afebril
ou nenhum histdrico de febre, consulta de acompanhamento ou retorno para
a doenca atual, gravidez referida ou nutrizes e uso de tratamento
antimalarico nos ultimos 30 dias.

Para minimizar o desconforto do paciente, as amostras de sangue foram
obtidas no momento em que os pacientes foram submetidos a coleta de
sangue pela equipe de saude dos municipios participantes. Um total de oito
gotas (360 pL) de sangue foi necessario para essa avaliacdo. Quatro gotas
(cerca de 200 pL) foram utilizadas no preparo de quatro laminas: duas
DistensGes Sanguineas e duas Gotas Espessas (GE). As quatro gotas de
sangue adicionais foram recolhidas em papel de filtro (cartbes FTA Elute
tipo Whatman®) para extracdo de DNA.

Diagnostico microscopico
Para cada participante, duas laminas foram confeccionadas e coradas da
seguinte forma: duas gotas de sangue total (cada uma com ~ 10 uL de
sangue) foram aplicadas a uma lamina para preparar a GE e outras duas
gotas (cada uma com ~ 3 pL de sangue) para as Distensfes sanguineas.
Apobs secagem a temperatura ambiente (TA), a hemoglobina foi removida
das GE pela utilizacdo de solucdo de azul de metileno fosfatado e a
Distensdo foi fixada com o auxilio de solugdo de &lcool métilico. Em
seguida, as GE e Distensdes foram coradas com solucdo alcodlica de
Giemsa (4% em solugédo tamponada a um pH de 7,0%). Uma vez coradas, as
laminas foram armazenadas no Instituto Evandro Chagas para a leitura [28].
GE foram examinados 1000X para identificar espéecies de parasitos e
determinar a densidade parasitaria. A parasitemia foi calculada pela
contagem do numero de parasitos assexuados identificados em 200
leucécitos pela GE, e convertido o resultado para parasitos por microlitro,
assumindo uma contagem padrdo de 6000 leucdcitos\ pL. O esfregaco
sanguineo foi utilizado para complementar a identificacdo das espécies de
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Plasmodium, quando necessario. Todas as leituras de microscopia foram
realizadas no Laboratério de Pesquisas Béasicas em Maléria do Instituto
Evandro Chagas, em Ananindeua, Para.

Todos os esfregacos de sangue foram examinados por dois
microscopistas independentes no Instituto Evandro Chagas. Eles revisaram
os resultados uns dos outros de forma cega. Esfregacos de sangue com
diferencas no diagndstico da espécie ou densidade parasitaria assexuada >
50% entre os dois microscopistas foram reexaminados por um terceiro
microscopista independente também no Instituto Evandro Chagas.

Extracdo de DNA

Foram utilizados kits comerciais (Ql1Aamp® DNA Blood Kit - QIAGEN,
Inc., Chatsworth, CA) para extracdo de DNA (Acido Desoxirribonucléico)
das amostras de sangue impregnadas em papel de filtro, segundo
recomendacbes do fabricante. O DNA extraido foi armazenado a
temperatura de -20 °C (curto periodo), até a realizagdo das andlises
moleculares (Nested-PCR e PCR em Tempo Real).

Controle Interno Endogeno

Para garantir a qualidade do DNA gendmico extraido, foram realizadas
reacOes de PCR para o alvo da p-globina (Homo sapiens), um gene de
controle interno da reacdo molecular. Aliquotas do DNA obtidas da
extracdo, controles positivo (amostra de DNA de sangue humano) e
negativo (amostra contendo a mistura de reagentes e agua ultrapura) foram
submetidos a reacdo de PCR, seguindo o protocolo e conjunto de primers
descritos por Bell et al. [29] (Tabela 1), o qual produzira um fragmento ou
amplicon de 268 pb (pares de bases) nas amostras positivas, 0 que é
indicativo da qualidade do DNA gendémico.

Tabela 1- Sequéncia de primers para o gene da B-globina humana pela reacdo de PCR
convencional, segundo o protocolo de Bell et al. [29].

Nome do iniciador Sequéncia do nucleotideo (5> — 3°)
GH20 (forward) GAAGAGCCAAGGACAGGTAC
PCO04 (reverse) CAACTTCATCCACGTTCACC

Reacdo de Nested-PCR

A reacdo de Nested-PCR para amplificacdo da subunidade menor do
gene para 0 RNA ribossémico 18S (ssurRNA) de Plasmodium spp. foi
realizada utilizando primers para o género Plasmodium (rPLU 5 e rPLU 6),
e conjunto de primers especificos para cada espécie, como previamente
descrito [2] (Tabela 2). A reacgéo foi realizada em um volume total de 50 L,
contendo 10Mm Tris pH 8,3, 1,5 mM MgCI2, 125 uM, 50mM KCL, dNTP,
2,5mM de cada primer (rPLUS\rPLU6 para nested 1 e rPVIWPV2 |,
rPFI\rPF2, rPM1\rPM2, rPO1VrPLUG, para P. vivax, P. falciparum, P.
malariae e P. ovale, respectivamente, para a nested 2), e 0.5 U Taq
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Polymerase (Bioline). Os produtos da Nested-PCR, controles positivos e
negativos e marcador de peso molecular de 100 pb foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2% (Ultra pure agarose, BRL 155517-
014), corados com GelRed 10.000x em &gua (GelRed Nucleic Acid Gel
Stain, Biotium®, Uniscience LTDA.), a 100 volts por 1 hora.
Posteriormente, o gel foi visualizado sob luz ultravioleta (Fluo-Link,
Flowgen) e fotografado em sistema de fotodocumentacdo (Kodak® Edas
290), produzindo amplicon de 144 a 1.100 pb nas amostras positivas, de
acordo com a espécie detectada.

Tabela 2. Sequéncia de primers para amplificacdo do gene do RNA ribossémico 18S
(ssurRNA) de Plasmodium spp. pela Técnica de Nested-PCR.

Primer Sequéncia do nucleotideo Espécie Comprimento
5°—3) do amplicon
(pb)
PLU5 CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC Plasmodium spp. ~1,100
PLU6 TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG (primeira
amplificacéo)

rFALL

FALD TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT P. falcinarum 205
ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC - 1alkcip

VS CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC P. vivax 120
ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA

?mti ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC P, malariae 144
AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA :

rOVAL ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTATTGGAGA P.ovale 800

rOVA2 GGAAAAGGACACATTAATTGTATCCTAGTG

Desenho de primers e sondas para a reagdo de PCR em Tempo Real

Primers (forward e reverse) e sondas fluorescentes do sistema TagMan
foram utilizadas de acordo com protocolo estabelecido [7] com
modifica¢Oes, conforme listados na Tabela 3. O corante de referéncia da
PCR em Tempo Real foi 0 ROX (Applied Biosystems, USA).

Modificacdes foram realizadas nas sondas fluorescentes para P. vivax
(VIC- reporter e TAMRA, quencher) e P. ovale (VIC- reporter e MGBNFQ,
quencher), para adequacfes aos filtros de leitura do aparelho ou
termociclador do tipo StepOne Plus (Applied Biosystems, USA) utilizado
no estabelecimento do protocolo.

Sondas para P. malariae e P. ovale continham grupos Minor Groove
Binder (MGB) (Applied Biosystems, USA) e P. falciparum continham
Black Hole Quencher (BHQ), que formavam ligagdo dupla estavel na fita
simples de DNA, permitindo o uso de pequenas sondas, com maior
especificidade em ensaios de hibridizacéo.
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Tabela 3. Sequéncia de primers e sondas para deteccao e identificacdo de espécies de
Plasmodium spp. por PCR em Tempo Real.

Espécie Primers  Concentracdo Sequéncia (5’-3’)
ou sondas (nM)
Plasmodium Plasmo 1-F 200 GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA
spp.
Plasmodium Plasmo 2- R 200 AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA
spp.
P.falciparum Falcprobe 80 FAM-AGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGATGACT-BHQ1
P.vivax Vivprobe 80 VIC-AGCAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAAATTCT-TAMRA
P.malariae Malaprobe 80 FAM-CTATCTAAAAGAAACACTCAT-MGBNFQ
P.ovale Ovaprobe 80 VIC-CGAAAGGAATTTTCTTATT-MGBNFQ

F: Forward; R: Reverse; FAM: 6-carboxyfluoescein; TAMRA: 6- carboxytetramethyl-rodamine; VIC: 6-carboxyfluorescein;
BHQ: Black Hole Quencher; MGBNFQ: Minor Groove Binder Non fluorescent Quencher.

Reacgédo de PCR em Tempo Real duplex

Todos os ensaios de PCR em Tempo Real foram realizados em placa de
96 pocos, em termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems, USA).
Resumidamente, o ensaio foi realizado em um volume final de 12,5 L,
contendo 2 puL de DNA extraido, 6,25 pL de TagMan Universal Master Mix
(Applied Biosystems, USA), 0,25 pL de cada primer (Plasmo-F e Plasmo R,
para género) e 0,1 uL de cada sonda especifica por espécie de Plasmodium,
acopladas de forma duplex em um mesmo tubo (conjunto de sondas das
seguintes duplas VivProbe/FalProbe e MalProbe/OvaProbe) [7].

Todas as analises de PCR em Tempo Real foram realizadas em
duplicata, utilizando controles positivos para as quatro espécies testadas e
negativos (no template control) para cada reacdo. Para controles positivos,
foram utilizados amostras de DNA da linhagem padrdo Sal-1 para P. vivax,
DNA da linhagem referéncia 3D7, W2 e Dd2 para P. falciparum, e
linhagens 3D7 para P. malariae e P. ovale. Agua Ultra Pura livre de DNAse
(BRL 155617-020) foi utilizada como controle negativo.

Além das amostras e controles citados anteriormente, foi incluido um
grupo de 21 amostras correspondentes a outras espécies de hemoparasitas, a
saber: Babesia canis (9), Leishmania chagasi (7) e Anaplasma platys (5),
que foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de Tecnologia
Biomolecular da Universidade Federal do Pard. Esses isolados foram
acrescidos para se verificar a especificidade dos primers utilizados pelo
protocolo molecular.

As condigdes de PCR em Tempo Real consistiram em uma etapa inicial
de 50°C por 2 min, seguida de fase de desnaturagéo a 95°C por 10 min, 45
ciclos a 95°C por 15 s, e extensdo a 60°C por 1 min, com aquisicdo de
fluorescéncia no final de cada etapa de extensdo. Foi utilizado como cut-off
o valor de até 40 ciclos limiar (Ct), para amostra ser considerada positiva.
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Andlise estatistica

Os dados coletados e obtidos pelo estudo foram inseridos em um banco
de dados eletronico no programa Epi-Info (Centro de Controle e Prevencéao
de Doencgas, CDC, Atlanta-Georgia-EUA) e foram utilizados para o
gerenciamento e andlise dos dados. Para elaboracdo de graficos e tabelas, foi
utilizado o programa Bioestat®5.0. A andlise estatistica foi realizada pela
abordagem da distribuicdo das probabilidades, utilizando-se o teste do Crivo
ou Screening Test para determinacdo dos parametros de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo do teste positivo (VPP) e negativo (VPN),
falso-positivo, falso-negativo e acuracia em relacdo ao padrdo-ouro (Nested-
PCR). Para andlise da concordancia dos resultados, foi adotado o teste
Kappa. O nivel de significancia adotado foi de 0,05 [30].

Os valores de sensibilidade, especificidade, VPP e VPN foram
calculados conforme segue:
Sensibilidade = verdadeiros positivos / (verdadeiros positivos + falsos
negativos) x 100.
Especificidade = verdadeiros negativos / (verdadeiros negativos + falsos
positivos) x 100.
VPP= verdadeiros positivos/ (verdadeiros positivos — falsos positivos) x
100.
VPN= verdadeiros negativos/ (verdadeiros negativos — falsos negativos) x
100.

Resultados

Um total de 312 amostras foram coletadas através de puncéo digital no
periodo de junho de 2014 a novembro de 2015. Dessa amostragem, 159
amostras foram procedentes do municipio de Goianésia do Para, 132 de
Itaituba e 42 isolados oriundos do municipio de Belém, estado do Para.

A média geométrica da parasitemia assexuada de todos os pacientes foi
151.3 parasitos/uL (intervalo: 0-15.414), enquanto a media aritmética
simples para a parasitemia sexuada foi 15.1 parasitos/uL (intervalo: 0-120).

Espécie-especificidade dos primers e sondas de PCR em Tempo Real
duplex

Todos 0s conjuntos de primers e também as sondas especificas para
cada espécie de Plasmodium corresponderam corretamente as amostras
controles (P. falciparum, P.vivax, P.malaria e P.ovale) utilizadas em cada
ensaio de PCR em Tempo Real. Inclusive a sonda referente ao P.
falciparum (FalcProbe) detectou todas as cepas de referéncia adotadas (3D7,
W2 e Dd2). Quanto as sondas modificadas para P.vivax e P. ovale, houve
também boa deteccdo para as cepas das linhagens Sal-1 e 3D7,
respectivamente.

Para analise de especificidade clinica, o grupo de outros hemoparasitos
testado (Babesia canis, Leishmania chagasi e Anaplasma platys ) néo
apresentou nenhuma amplificacdo sugestiva de positividade, nem reacédo
cruzada com as amostras testadas, sendo negativo em todos o0s ensaios de
PCR em Tempo Real.
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Reacdo de PCR em Tempo Real duplex para identificacdo espécie-
especifica

Do total de 312 amostras analisadas, 43,59% (136/312) foram positivas
para a0 menos uma espécie do género Plasmodium (densidades parasitérias
de 5 a 16.414 parasitos/uL de sangue) e 56,41% (176/312) foram negativas
pela microscopia. O método molecular de Nested-PCR detectou 44,87%
(140/312) amostras positivas e 55,13% (172/312) negativas, enquanto o
PCR em Tempo Real identificou 44,24% (138/312) amostras positivas e
55,76% (174/312) negativas (Tabela 4).

Tabela 4 - Frequéncia dos resultados por espécie obtida pelas técnicas de Microscopia,
Nested-PCR e PCR em Tempo Real.

Resultados

Frequéncias

Negativo

Plasmodium vivax

Microscopia Nested-PCR PCR em Tempo Real

56,41% (176/312)  55,13% (172/312)  55,76% (174/312)
19,23% (60/312)  21,47% (67/312)  20,51% (64/312)

Plasmodium falciparum 22,43% (70/312) 19,87% (62/312) 19,23% (60/312)
Plasmodium malariae 0,00% (00/312) 0,00% (00/312) 0,00% (00/312)
Plasmodium ovale 0,00% (00/312) 0,00% (00/312) 0,00% (00/312)
Mista (P. falciparum + P. vivax) 1,929%(06/312) 3,53% (11/312) 4,48% (14/312)

Quanto a correlacdo de cada agente etioldgico detectado pelos testes
realizados, a tabela 5 demonstra a associagdo entre 0s achados obtidos pela
Nested-PCR e PCR em Tempo Real, em que foram observados 7 resultados
discordantes entre os ensaios. Dois resultados foram considerados negativos
pela PCR em Tempo Real, enquanto eram positivos para P.vivax (densidade
parasitaria 10 a 120 parasitos/uL de sangue) pela Nested-PCR.

Tabela 5 - Correlacéo dos resultados obtidos pela Nested-PCR e PCR em Tempo Real

Nested-PCR

Negativo PV PF PM PO Mista* TOTAL

PCR em Tempo Real

Negativo

P. vivax

P. falciparum
P. malariae
P.ovale
Mista*
TOTAL

172 02 - - - - 174
62 02 - - - 64
60 - - - 60
00
00
03 - - - 11 14
172 67 62 00 00 11 312

PF: P. falciparum, PV: P.vivax, PM: P. malariae, PO: P.ovale, Mista*: P. falciparum + P.vivax.
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Ja na tabela 6, estdo correlacionados os resultados obtidos pela
Microscopia em relagdo a Nested-PCR, observando-se 15 achados
divergentes entre o0s ensaios. Ademais, ndao foram detectados quatro
resultados de positividade pela Microscopia, quando comparados as duas
técnicas moleculares, onde os valores de Ct (ciclo limiar) obtidos pela PCR
em Tempo Real variaram de 29,33 a 37,49.

Tabela 6 — Correlacéo dos resultados obtidos pela Microscopia e Nested-PCR.

Nested-PCR
i i Negativo PV PF PM PO  Mista* TOTAL

Microscopia

Negativo 172 04 - - - - 176
P. vivax 57 - - - 03 60
P. falciparum 06 62 - - 02 70
P. malariae 00
P. ovale 00
Mista* 06 06
TOTAL 172 67 62 00 00 11 312

PF: P. falciparum, PV: P.vivax, PM: P. malariae, PO: P.ovale e Mista*: P. falciparum + P.vivax.

O limite de deteccdo geral para Nested-PCR e PCR em Tempo Real foi de 5
parasitos/uL de sangue. Para este menor valor de parasitemia, a variacdo do
Ct esteve entre 33,98 a 39,18 na PCR em Tempo Real.

Reacdo de PCR em Tempo Real duplex para identificacdo de infecgdes
mistas

A PCR em Tempo Real alcangou maior deteccdo de infecgbes mistas
(P. falciparum/ P. vivax) quando comparada a técnica padrdo-ouro, Nested-
PCR (Tabela 5). Pois, enquanto PCR em Tempo Real detectou 14 infecgdes
mistas, a Nested-PCR detectou trés infeccdes mistas como sendo
monoinfeccdo por P. vivax. J& a técnica de Microscopia demonstrou
resultados muito discrepantes em relacdo a Nested-PCR (Tabela 6). Trés
resultados foram identificados como P. vivax e dois como P. falciparum.
Nos casos de infecgfes mistas, a variagcdo de parasitemia foi de 5 a 16.000
parasitos/uL de sangue para a espécie P.vivax e 10 a 11.500 parasitos/uL de
sangue para o P. falciparum.

Sensibilidade, especificidade clinica e concordancia da reacdo de PCR
em Tempo Real duplex

Os parametros estatisticos obtidos pela PCR em Tempo Real e
Microscopia em relagcdo & Nested-PCR estdo descritos na Tabela 7.
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Tabela 7 - Parametros estatisticos da PCR em Tempo Real e Microscopia em relacdo a
Nested-PCR.

Paradmetros o o
o Sensibilidade Especificidade V.P.P. V.P.N.
Testes Laboratoriais
PCR em Tempo Real 98,57% 100,00% 100,00% 98,85%
Microscopia 97,14% 100,00% 100,00% 97,72%

V.P.P. = Valor Preditivo Positivo; V.P.N. = Valor Preditivo Negativo.

A anélise da PCR em Tempo Real em relacdo a Nested-PCR apresentou
concordancia excelente na detec¢do de amostras positivas (0,96 kappa, IC:
95%) e negativas (0,98 kappa, IC: 95%), com sensibilidade de 98,57% (IC
95% - 95.3-98.5) e especificidade de 100,00%. (IC 95% - 95.4-100). No
caso de infecgdes mistas (P. falciparum/P. vivax), a PCR em Tempo Real
identificou maior numero (14/312) que a Nested-PCR (11/312),
apresentando nivel de correlacdo bom para identificacdo deste perfil de
resposta entre as duas técnicas moleculares (0,87 kappa, 1C:95%).

No entanto, foi observada correlagdo moderada entre a PCR em Tempo
Real e Microscopia (0,58 IC: 99%) para identificacdo de infeccbes mistas.
Contudo, a concordancia entre as duas técnicas foi considerada excelente na
deteccdo de amostras positivas (0,93 kappa, IC: 95%) e negativas (0,98
kappa, IC: 95%).

A sensibilidade e especificidade para cada uma das espécies de
Plasmodium, de acordo com a técnica diagnostica, estdo descritas na Tabela
8.

Tabela 8 - Parametros estatisticos da Microscopia e PCR em Tempo Real por espécie.

Espécie
o P. falciparum P. vivax P. malariae  P.ovale

Testes Laboratoriais
PCR em Tempo Teal

Sensibilidade 96,77% 95,52% N&o se aplica N&o se aplica

Especificidade 100,00% 100,00% N&o se aplica N&o se aplica
Microscopia

Sensibilidade 100,00% 89,55% N&o se aplica N&o se aplica

Especificidade 96,80% 100,00% N&o se aplica Né&o se aplica
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Foi alcancada melhor sensibilidade para identificacdo precisa de P.
vivax utilizando a técnica de PCR em Tempo Real do que pela Microscopia,
embora a especificidade observada para ambas técnicas tenha sido de 100%.
Quando avaliamos a detecgéo de P. falciparum, a situagéo se inverteu, pois
a Microscopia obteve maior sensibilidade na identificacdo dessa espécie em
comparagdo com a PCR em Tempo Real. No entanto, a especificidade da
Microscopia foi menor do que a PCR em Tempo Real nessa situacao.

Discussao

A padronizagdo do ensaio molecular de PCR em Tempo Real duplex
descrita neste trabalho apresentou sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade excelentes, utilizando amostras clinicas de individuos
provenientes de areas endémicas e ndo-endémica para malaria, além de
painel de isolados de outros hemoparasitos. Quanto a identificacdo de
espécies por essa abordagem molecular, P. vivax foi a que alcangcou melhor
poder estatistico quanto a sensibilidade de deteccdo precisa pela técnica
molecular e foi também a mais prevalente (20,51%), seguida de P.
falciparum (19,23%). Esse achado estd de acordo com a distribuicdo
esperada para as espécies do género Plasmodium na regido Amazénica [19,
28].

N&o foi observada nenhuma amostra positiva para P. ovale tampouco
para P. malariae tanto pelas técnicas moleculares como pela microscopia.
Todavia, no caso da espécie P. malariae, hd indicios que a correta
identificacdo desta espécie possa estar subnotificada em regifes amazoénicas,
onde o diagnostico seja realizado somente pela microscopia [31]. Uma
investigacao realizada na bacia Amazoénica mostrou prevaléncia de 1,2% de
P. malariae identificados pela GE, enquanto a técnica de PCR detectou
11,90% casos para esta mesma espécie [31]. Outro estudo desenvolvido em
Ronddnia, demonstrou prevaléncia de 10,00% de infeccdes por P. malariae
diagnosticados por Nested-PCR, que haviam sido negligenciadas pela
microscopia [32].

Melhor desempenho foi encontrado para rastreio de infeccBes mistas
pela PCR em Tempo Real do que pela Nested-PCR, mostrando que o
protocolo molecular avaliado foi factivel para deteccdo robusta de espécies
co-existentes. Essa situacdo foi verificada pelo fato da Nested-PCR ter
considerado trés isolados como monoinfecgdo por P.vivax, enquanto eram
infeccbes mistas por P. vivax e P. falciparum pela PCR em Tempo Real.
Normalmente, a carga parasitaria predominante de uma das espécies em co-
infeccdo malérica favorece para que a segunda espécie seja erroneamente
ignorada por diferentes metodologias de diagnostico [10, 33]. Estudos
apontam que em areas endémicas na Amazonia, a presenga de infeccbes
mistas associadas a P. falciparum é um cenario comumente identificado por
técnicas moleculares, porém subnotificado pela microscopia [34, 35, 36].
Portanto, o rastreio de portadores de infeccGes mistas e assintomaticos é de
extrema importancia para o controle eficaz dos casos de maléaria em
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determinada area, pois representam focos para a manutengdo da transmissao
[37, 38, 39].

Em contrapartida, outros trabalhos demonstraram menor desempenho
na triagem de infeccdo maldrica utilizando protocolo de Rougemont e
colaboradores [40, 41]. Vale ressaltar que as condi¢fes técnicas e de
infraestrutura recomendadas pelo protocolo foram seguidas. Entretanto,
outros fatores influenciaram esta discrepancia, como interpretacdo dos
dados, inibicdo competitiva (no caso de infecgdes mistas) e variagfes nas
sequéncias de primers utilizados.

No nosso trabalho, a microscopia nao identificou quatro amostras
positivas para P. vivax, podendo a baixa carga parasitaria ser a causa
provavel para esse resultado falso-negativo. Barbosa e colaboradores [39]
encontraram 54,00% de falhas no exame microscopico para identificacdo de
P. vivax em comunidade de area rural da Amazodnia, apontando ainda para o
grande namero de infeccBes subclinicas com baixas parasitemias nessa area.
Em regides endémicas para malaria, € comum a circulacdo de individuos
com carga parasitaria baixa, quer sejam assintomaticos ou sintomaticos, o
que prejudica o diagnostico acurado e preciso da doenca onde infeccbes
submicroscépicas sdo prevalentes [42, 43]. Com base nos dados reportados
por nosso trabalho, ndo podemos estimar a existéncia de portadores ou
individuos assintomaticos, pois o relato de febre aferida ou quadro febril nas
ultimas 24 horas foi critério para inclusdo no estudo.

Dessa forma, embora a microscopia seja o diagndstico de referéncia
para identificacdo e quantificacdo de parasitemia recomendado pelo
Ministério da Satde no Brasil, a OMS (Organizacdo Mundial de Saude) e a
OPAS (Organizacdo Pan-Americana de Saude) preconizam o0 uso de
abordagens moleculares em auxilio a microscopia, a fim de se conhecer
melhor a importéncia de infeccbes submicroscopicas em regiGes endémicas
[44].

A necessidade de se estabelecer uma segunda técnica diagnostica é
importante, principalmente para elucidacdo da espécie, seguida de
intervencdo terapéutica adequada e consequente interrup¢do da transmissao
da infeccdo malarica, como meta para se alcancar o status de eliminacéo.
Para interromper a transmissdo, € necessario garantir a identificacdo precisa
de todos os portadores de Plasmodium spp., tanto sintomaticos e
assintomaticos, utilizando ferramentas de diagnéstico altamente sensiveis e
especificas, tempos de resposta diagnoéstica rapidos, além da possibilidade
de execugdo dos testes diagnosticos no proprio ambiente da area rural.
Nesse sentido, embora a sensibilidade da microscopia possa ser aprimorada
e garantida por meio do estabelecimento de sistemas de gestdo da qualidade,
métodos moleculares como a PCR em Tempo Real tém potencial para
melhorar a deteccdo de portadores ou reservatorios de transmisséo, devido
aos elevados parametros de sensibilidade e especificidade alcancados pela
técnica molecular, sobretudo nos casos de baixas parasitemias e infec¢bes
mistas [10, 45, 46].
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Os dados desse estudo estiveram limitados a municipios do estado do
Pard e, portanto, ndo podem ser representativos para a regido Amazonica na
sua totalidade. Contudo, estudos desenvolvidos em outras localidades ou
estados da Amaz6nia, como o de Costa e colaboradores [35], também
observou frequéncia de 5,30% de infec¢des mistas que foram subnotificadas
pela GE em area da Amazonia Ocidental brasileira. Outro estudo realizado
em comunidades ribeirinhas de Rond6nia demonstrou que a Nested-PCR
detectou seis vezes mais casos de infecgdes sintométicas e assintomaticas do
que a microscopia [36].

Por outro lado, a PCR em Tempo Real ndo detectou dois casos que
eram positivos para P. vivax tanto pela microscopia como Nested-PCR.
Apesar do limite de deteccdo de 5 parasitos/uL alcancado pela PCR em
Tempo Real nesse estudo, as amostras em questdo tinham parasitemias
baixas de 10 e 120 parasitos/pL. Uma razdo plausivel para esse fato pode
estd fundamentada nas inconsisténcias observadas por ensaios de PCR em
Tempo Real ao testar densidades parasitarias baixas, mesmo adotando o
mesmo protocolo [47,48]. Amostras com parasitemias baixas podem,
ocasionalmente, amplificar em apenas uma aliquota do ensaio em duplicata
[49] ou mesmo ndo amplificar, como observado nessa situacdo, em que as
amostras apresentaram valores de Ct maior que 40 e, portanto, negativos.
Esses achados inconsistentes ndo sdo téo infrequentes, como demonstrado
em outros trabalhos em que a reprodutibilidade dos ensaios de PCR em
Tempo Real diante de baixas parasitemias alternou entre positivo e negativo
em quase 40,00% de repeticOes realizadas [47, 48,50].

De acordo com nossos achados, a Nested-PCR foi mais eficiente que a
PCR em Tempo Real para detec¢do de amostras com baixa parasitemia. 1sso
pode ser devido ao fato da PCR aninhada envolver duas etapas de
amplificagdo de DNA, o que culminaria em ampliacdo da sensibilidade
diante, sobretudo, de densidades parasitarias baixas. No entanto, devemos
considerar o maior tempo de execucao desse método, a maior possibilidade
de contaminacdo e que a aplicabilidade dessa técnica em larga escala para
rastreio de amostras é limitada, uma vez que é tecnicamente mais laboriosa
que o protocolo de PCR em Tempo Real analisado [51,52].

No entanto, a PCR em Tempo Real possui reagentes e insumos que Sao
caros para aplicacdo na rotina de laboratorios, e seu desenvolvimento exige
uma infraestrutura necessaria para ser aplicada a estudos de campo. Diante
disso, novas metodologias estdo sendo desenvolvidas, como o RealAmp,
HtLamp e PET-PCR, que apesar de um menor custo para serem realizadas
[53,54,55], possuem ainda algumas limitagdes, como o fato de ainda néo
detectarem todas as espécies de Plasmodium, necessitando de
melhoramentos no desenho dos primers especificos ora desenhados [56].

Quando utilizados ensaios combinados em duplex ou multiplex PCR
em Tempo Real, a formacdo de dimeros de primers e inibicdo competitiva é
uma possibilidade [40, 46, 57], o que ndo ocorreu em nosso estudo. As
modificacbes de sondas no terminal quencher contribuiram para que este
problema fosse superado. Além disso, adotamos primers para identificacdo
das quatro espécies de Plasmodium, incluindo P. ovale, que apesar de nao
ser uma especie que seja transmitida no Brasil, € importante abranger em
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triagens epidemioldgicas e como resposta em situacdes de inquéritos de
medicina do viajante. Outros fatores também devem ser considerados, como
a intensa mobilidade humana entre paises que adotam medidas distintas de
controle [58, 59].

Ressalta-se que o protocolo de PCR em Tempo Real analisado também
pode ser adaptado para implementacdo de sondas direcionadas ao P.
knowlesi [60,61], a quinta espécie envolvida como causa de infeccdo
malérica humana [62]. Embora a identificagdo de P. knowlesi em humanos
esteja concentrada na Malésia Bornéo [63] e algumas areas do Sudeste da
Asia [64], alguns paises estdo adotando triagem diagndstica para esta
espécie, principalmente no que diz respeito a viajantes regressos de locais
de alto risco de transmissdo para essa espécie [64, 65, 66].

O protocolo estabelecido nesse trabalho poderd ser uma excelente
alternativa a microscopia para esclarecimento ou confirmacdo diagndstica
no contexto de um laboratorio de referéncia, assim como também pode ser
empregada nas redes descentralizadas de diagndstico e triagem em bancos
de sangue, fortalecendo a capacidade diagndstica bem como o sistema de
vigilancia epidemioldgica do Brasil e as acGes de controle desse agravo,
com vistas a eliminacéo.

Concluséo

O protocolo de PCR em Tempo Real estabelecido nesse trabalho
permitiu a deteccdo espécie-especifica de Plasmodium spp. em uma Unica
etapa de PCR duplex. Esse procedimento molecular apresentou
sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade excelentes para deteccao de
infecgdes por Plasmodium spp. em amostras clinicas, sendo uma ferramenta
valiosa para o diagndstico preciso de malaria, em especial na detec¢cdo de
infeccbes mistas. O estabelecimento de um protocolo molecular com
elevada sensibilidade é importante como uma ferramenta auxiliar as técnicas
convencionais, quer seja no contexto do servico ou de pesquisas cientificas.
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