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RESUMO

Nas Ameéricas, o numero de casos de malaria voltou a aumentar apos uma década
de reducdo significativa na incidéncia da doenca. Fatores politicos, socioeconémicos
e ambientais associados a transmissdo da malaria tém contribuido para este
aumento, particularmente, na regido de fronteira entre o Brasil e a Venezuela. Neste
cenario, faz-se necessario direcionar as medidas de controle para as populacdes
vulneraveis que vivem em areas de risco. As comunidades indigenas da Amazodnia
encontram-se constantemente expostas a diversas doencas infecciosas, incluindo a
maléria. Nestes grupos semi-isolados, os dados oficiais de malaria sé&o
subestimados devido a baixa sensibilidade dos métodos diagnosticos de rotina e da
dificuldade do acesso, como € o caso, por exemplo, de comunidades indigenas de
etnia Yanomami. No presente estudo, avaliou-se prospectivamente as infeccfes
malaricas — microscopicas e submicroscopicas -- em quatro aldeias ianomamis da
comunidade Marari, a qual se situa no extremo norte da Amazbnia Brasileira,
proximo a fronteira com a Venezuela. A populacdo estudada contemplou 981
individuos, com mediana de idade de 14 anos (IQR 6-33 anos; idade minima de 1
ano e maxima de 79). A abordagem metodolégica envolveu trés cortes transversais
com intervalos de dois meses, sendo estes realizados durante a estacdo seca
(setembro/novembro de 2014) e no inicio da estacdo chuvosa (janeiro de 2015).
Para o diagnostico molecular, diferentes protocolos de PCR em tempo real foram
utilizados -- baseados em alvos ribossomais e ndo ribossomais dos plamédios — a
fim de aumentar a sensibilidade na deteccdo de co-infeccbes e infeccdes
submicroscoépicas. Em conjunto, os resultados permitiram demonstrar que: (i) a
frequéncia de infeccBes malaricas foi similar entre os sexos (masculino e feminino),
provavelmente, refletindo os habitos sociais e culturais das populacfes expostas; (ii)
ao longo do estudo, 75% a 80% de todas as infec¢cdes malaricas foram
submicroscopicas; consequentemente, (iii) as infeccbes com altas parasitemias
(positividade pela microscopia) foram detectadas apenas em criancas e
adolescentes (<16 anos), sendo os adultos caracterizados por infeccbes de baixa
densidade parasitaria, detectadas apenas por protocolos moleculares. Esse perfil de
reducdo da parasitemia com aumento da idade sugere imunidade adquirida induzida
por exposi¢cao continua a transmissao; (iv) a prevaléncia de infeccdo malarica diferiu,
significativamente, entre as aldeias estudadas (variando entre 1% e 19%),
demonstrando uma heterogeneidade na transmisséo local; (v) o Plasmodium vivax
foi a espécie predominantemente encontrada no estudo, seguido por P. malariae e,
em menor extensao, o P. falciparum; (vi) a circulagéo da espécie “P. vivax like "(P.
simium) foi descartada na regido; finalmente, (vii) a avaliacdo consecutiva de
parasitos circulantes na populacdo estudada (deteccdo de parasitos e/ou DNA)
permitiu demonstrar que a infeccdo maléarica persistiu apenas em 8% dos individuos
previamente positivos para a malaria, sendo a maioria criancas com mediana de
idade de 3 anos. Em resumo, os resultados aqui apresentados comprovam que 0S
métodos moleculares sdo mais apropriados para a identificacdo de infeccdes
malaricas nas aldeias ianoméamis estudadas, que foram caracterizadas por
transmissdo heterogénea, predominancia de infeccoes de baixa densidade
parasitaria, circulacdo de varias espécies de plasmaodios e maior suscetibilidade em
criancas (mediana de idade 3 anos). Estes resultados sdo importantes para o
delineamento e implementacdo de medidas de vigilancia e controle que visam a
eliminacdo da malaria nas populacdes amerindias da Amazonia.

Palavras-chave: Maléaria submicroscépica; Yanomami; diagndstico molecular.



ABSTRACT

A recent increase in malaria case incidence occurred in the Americas as a result of
sociopolitical, ecological and economic factors, particularly, in the Brazilian-
Venezuelan border. In this scenario, it seems critical to target vulnerable populations
in risk areas. In Amazon region, indigenous forest-dwelling communities suffer from a
high burden of infectious diseases, including malaria. In these areas, official malaria
data are underestimated due to the low sensitivity of routine diagnostic methods and
the difficulty of access semi-isolated groups, as is the case of Yanomami ethnic
group. In the current study, we prospectively surveyed for microscopic and
submicroscopic malaria infections in four Yanomami villages of the Marari community
in the northern-most region of the Brazilian Amazon, close to the border with
Venezuela. The studied population involved 981 individuals, with a median age of 14
years (IQR 6-33 years; range 1-79 years). The methodological approach involved
three cross sectional surveys at two months intervals, which were carried out during
dry season (September/November, 2014) and at the beginning of the rainy season
(January, 2015). Different real-time PCR protocols -- ribosomal and non-ribossomal
plasmodial targets -- were used to increase sensitivity in detection of submicroscopic
and mixed malarial infection. Taken together, the results demonstrated that: (i) the
frequency of malaria infection was similar between genders (male and female),
probably reflecting social and cultural habits of exposed-populations; (ii) regardless
the cross-sectional survey, roughly 75% to 80% of all malaria infections were
submicroscopic; consequently, (iii) high densities parasite infections (microscopically-
detectable) were detected only in children and adolescents (>16 years), with adults
characterized by low densities infections detected by PCR-based protocols. This
profile of age-associated malaria suggests acquired immunity induced by successive
malaria infections; (iv) the prevalence of malaria infection differed significantly
between villages (from 1% to 19%), demonstrating a marked heterogeneity at micro-
scales; (v) Plasmodium vivax was the most commonly detected malaria parasite
species, followed by P. malariae and much less frequently P. falciparum; (vi) the
circulation of “P. vivax like” malaria (P. simium) in the studied area was discarded;
finally, (vii) consecutive blood samples showed that malaria infection (detection of
parasite and/or DNA plasmodial) persisted only in 8% of the previously malaria-
positive individuals, with most of them young children (median age of 3 years).
Overall, our results show that molecular tools are more sensitive for the identification
of malaria infection among the Yanomami community studied, which was
characterized by heterogeneous transmission, a predominance of low-density
infections, circulation of multiple malaria parasite species and a higher susceptibility
of young children. Our findings are important for the design and implementation of
the new strategic interventions that will be required for the control and elimination of
malaria in Amazon amerindians populations.

Keywords: Submicroscopic malaria; Yanomami; molecular diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A malaria € uma doenca causada por protozoarios intracelulares obrigatorios
do género Plasmodium, pertencentes ao filo Apicomplexa e transmitidos através da
picada da fémea de mosquitos anofelinos. Dentre as mais de cem espécies
descritas, cinco estdo mais frequentemente associadas a doengca nos seres
humanos, sendo Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P.
knowlesi. Enquanto o P. falciparum e o P. vivax sédo as espécies mais relevantes do
ponto de vista de salde publica, o P. malariae é considerado amplamente
subnotificado, particularmente, pela dificuldade de diferenciagdo com o P. vivax no
diagnéstico de rotina (AUTINO et al., 2012; LALREMRUATA et al., 2015; MCKENZIE
et al., 2001; RECHT et al., 2017). Por outro lado, o P. ovale, com distribuicdo restrita
ao continente asiatico e africano, tem sido pouco estudado apesar de evidéncias
recentes sugerindo especiacdo simpatrica (P. ovale wallikeri e P. ovale curtisi)
(GROGER et al., 2017). De interesse, o P. knowlesi, apesar de ser parasito natural
de primatas ndo humanos, tem causado infeccbes graves em humanos,
principalmente no sudeste asiatico (ONG et al., 2009; WHITE, 2008).

No continente africano, responsavel por 93% dos casos de malaria no mundo,
a doenca é ocasionada, principalmente, pelo P. falciparum, cuja gravidade esta
associada a uma inflamacao sistémica e ao sequestro dos parasitos em capilares
venosos, sendo o cérebro, os pulmdes e os rins 0s principais 6érgdos acometidos
(CARVALHO et al., 2016; DASANNA et al., 2017; GOMES et al., 2011; QUADT et
al., 2012). J4 com relacdo ao P. vivax, espécie mais amplamente distribuida no
mundo, as maiores taxas de prevaléncia se concentram fora do continente africano
(GUERRA et al., 2010). Apesar disto, evidéncias recentes sugerem que o P. vivax
esta presente em praticamente todos os paises endémicos da Africa, o que reforca
uma mudanca de paradigma em relacéo a distribuicdo mundial do P. vivax, bem
como uma mudanca na postura das politicas e praticas de controle (TWOHIG et al.,
2019). Embora a malaria por P. vivax possua morbidade e letalidade menor que
aguela associada ao P. falciparum, casos graves descritos por esta espécie tém sido
relatados, recentemente, em diferentes partes do mundo (BAIRD, 2013; GENTON et
al., 2008), incluindo na Amazoénia Brasileira (ALEXANDRE et al., 2010; ANDRADE et
al., 2010).
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Com relacdo ao P. malariae, destaca-se o fato de que esta € a Unica espécie
de plasmddio humano com ciclo intra-eritrocitico de 72 horas e a capacidade de
induzir infec¢des de longa duragdo — geralmente assintomaticas — com niveis muito
baixos de parasitos circulantes (BROUWER et al.,, 2013; COLLINS & JEFFERY,
2007; RECHT et al., 2017; SCURACCHIO et al., 2011). A titulo de exemplo, Vinetz e
colaboradores descreveram, em 1998, um relato de caso de uma infeccdo maléarica
assintomatica por P. malariae mantida por mais de 40 anos e reativada décadas
apos a infeccao inicial (VINETZ et al., 1998). Até o momento, ndo € conhecido por
qgue o P. malariae pode causar longos periodos de laténcia (GRANDE et al., 2019);
no entanto, as peculiaridades biolégicas desta espécie representam um desafio para
as medidas de controle. Além disso, o P. malariae apresenta um contexto
epidemiologico complexo. Isto porque a espécie P. brasilianum — parasito de
primatas ndo humanos, semelhante ao P. malariae, tanto em nivel morfoloégico e
imunoldgico, quanto genético — favorece a transmissao e a manutencdo da malaria
em ambientes onde o habitat dos humanos e de primatas ndo humanos se sobrepde
(GRANDE et al., 2019; RAYNER, 2015; TAZI & AYALA, 2011).

1.1 Malaria no mundo

Considerada uma das principais doencas parasitarias de importancia médica,
a malaria humana tem distribuicdo mundial (Figura 1), sendo mais prevalente em
regides tropicais e subtropicais do mundo, onde as condicdbes ambientais,

socioecondmicas e politicas influenciam na transmissao.
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Figura 1. Mapa da taxa de incidéncia de casos de maléria (casos por 1.000 habitantes em areas
de risco) por pais, 2018. Fonte: Adaptado de WHO, 2019.

Dados recentes referentes a distribuicdo global da malaria indicam que foram
registrados, aproximadamente, 228 milhdes de casos no ano de 2018. Neste mesmo
ano, 405 mil pessoas morreram em decorréncia da doenca (WHO, 2019). Estes
nameros, embora ainda elevados, refletem uma reducédo significativa da incidéncia
da doenca na ultima década; por exemplo, de 2010 a 2014 o numero global de
casos da doenca caiu em 13.5% e o de mortes em 21% (WHO, 2019). Esta reducao
foi consequéncia das medidas de controle adotadas nos ultimos anos, que se
basearam no diagndstico e no tratamento oportuno dos pacientes (WHO, 2019).
Neste sentido, segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o uso de
mosquiteiros impregnados com inseticidas foi um dos principais responsaveis pela

reducao da mortalidade causada por P. falciparum no continente africano.

Apesar do progresso geral, desde 2014 o numero de casos de malaria voltou
a subir em algumas regides do mundo, particularmente, na regido Mediterranea
oriental (Somalia, Sudao e Iémen) e na América Latina (WHO, 2019). Nas Américas,
o Brasil, a Coldmbia e a Venezuela (Republica Bolivariana) juntos foram
responsaveis por 84% de todos os casos notificados na regido. De interesse, em
2016 a maioria dos casos importados de malaria no Brasil e na Colémbia se
originaram na Venezuela (GRILLET et al., 2019). De fato, a atual crise humanitaria,
politica e econdémica que assola a Venezuela tem impactado diretamente na saude

da populacao local. Como resultado, entre 2016 e 2017, o pais foi responsavel pelo
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maior aumento do numero de casos de malaria ja registrado em todo o mundo
(PAGE et al., 2019). Vale ressaltar que doencas como a maléaria e a difteria — que ja
foram consideradas controladas no pais — estdo aumentando de forma continua,

inclusive em areas onde estas doencas ja haviam sido eliminadas (FRASER, 2017).

Sabendo que cerca de 4 bilhGes de pessoas ainda vivem em areas de risco
de malaria no mundo, muitos sdo os desafios que englobam o controle e a
eliminacdo da doenca em ambito mundial. Neste sentido, a Assembleia Mundial da
Saude (World Health Assembly), liderada pela OMS, adotou, em 2015, a Estratégia
Técnica Global para a Malaria 2016-2030 (Global Technical Strategy for Malaria).
Dentre os principais objetivos do programa até o ano de 2030, destacam-se: (i)
reducao de pelo menos 90% na taxa de mortalidade global e na incidéncia de casos
de malaria, em comparagao aos dados de 2015; (ii) eliminagdo da doenca em pelo
menos 35 paises com transmissao ativa de malaria no ano da implementacdo da
Estratégia; e (iii) prevencao do restabelecimento da malaria em todos os paises
classificados como livres de transmissao (malaria-free) (WHO, 2015).

Neste contexto, dentre os principais obstaculos para a reducao definitiva do
namero de casos e sucesso na implementacao da Estratégia Técnica Global para a
Malaria, incluem-se: (i) recursos financeiros descontinuos para o controle; (ii)
conflitos politicos em zonas endémicas; (iii) padrées climaticos anémalos; (iv)
elevada resisténcia dos plasmodios aos antimalaricos disponiveis; e (v) resisténcia

dos vetores aos inseticidas (WHO, 2017a).

1.2 Malaria no Brasil

Tratando-se do dominio nacional, trés sdo as principais espécies circulantes --
P. vivax, P. falciparum e P. malariae -- sendo o P. vivax responsavel por mais de
80% do numero de casos notificados (SVS/MS, 2019).

Segundo dados da OMS, no ano de 2018 foram notificados,
aproximadamente, 194 mil casos de maléaria, o que correspondeu a um aumento de
50% em comparacdo ao ano de 2016 (WHO, 2019). Acredita-se que este cenario

esteja associado a crise econdmica desencadeada no pais, a qual motivou cortes no
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orcamento governamental em setores relacionados ao programa de controle e
vigilancia de doencas infecto-parasitarias (DIP). A titulo de exemplo, o financiamento
publico para as acdes de controle da malaria no Brasil apresentou uma reducao de
40% no ano de 2016 quando comparado ao ano de 2014 (GIBNEY, 2015; WHO,
2017a). Mais recentemente, a triplice epidemia de dengue, zika e chikungunya
contribuiu para a perda de importancia da malaria na administracdo publica, em
ambito federal, acarretando na fusdo do tradicional departamento de controle e
prevencdo de malaria com outros departamentos de DIPs do Ministério da Saude
(BENELLI & MEHLHORN, 2016). Tais medidas tém impactado negativamente no
programa de malaria, tanto na reducéo de recursos humanos disponiveis, quanto na

disponibilidade de medicamentos e mosquiteiros impregnados com inseticidas.

Em ambito nacional, aproximadamente 99% dos casos de malaria derivam da
regido da Amazbnia Legal, area que corresponde a 59% do territorio brasileiro e
engloba a totalidade de nove estados (Acre, Amapa, Amazonas, Maranhao, Mato
Grosso, Para, Rondénia, Roraima e Tocantins) (SNOW et al., 2005). A presenca de
locais apropriados para a criacdo dos mosquitos vetores (grandes reservatérios de
agua, limpa, sombreada e sem correnteza), bem como as baixas condi¢des
socioecondmicas da populagéo local, contribuem para a transmissdo e manutencao
da doenca (WHO, 2017a). Além disso, a ocupacdo intensa e desordenada da
populacdo nas periferias das grandes cidades, associada ao crescente
desmatamento, tem favorecido a criacdo de criadouros do mosquito vetor
(MARQUES, 1987).

Com relacdo a regido Amazobnica, Arruda e colaboradores, em 1989,
demonstraram que em populagbes isoladas, como é o caso das comunidades
indigenas, primatas ndo humanos mantidos como animais de estimagcdo podem
atuar como reservatérios naturais para infeccbes humanas decorrentes do P.
malariae/P. brasilianum (DE ARRUDA et al., 1989). Trabalhos atuais, corroborando
com estes achados, enfatizam que os protozoarios P. malariae e P. brasilianum
podem ser variantes de uma mesma espécie submetidas a um processo de
especiacdo em diferentes hospedeiros, uma vez que ndo possuem diferencas
morfoldgicas ou genéticas descritas entre si (GUIMARAES et al., 2012; TAZI &
AYALA, 2011). Neste contexto, Lalremruata e colaboradores (2015) sugerem que o

P. malariae e o P. brasilianum néo sao espécies distintas, mas sim a mesma espécie
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de plasmédio, capaz de circular livremente entre humanos e primatas ndo humanos,
assumindo, assim, um carater antropozoonotico (LALREMRUATA et al., 2015). Este
perfil de transmissdo também é observado em regibes extra Amazobnicas,
particularmente em regides de Mata Atlantica (DEANE et al., 1970; OLIVEIRA-
FERREIRA et al., 2010).

Historicamente, casos de transmissdo autéctone de malaria vém sendo
relatados na Mata Atlantica, os quais s&o transmitidos, principalmente, pelo
Anopheles (Kerteszia) cruzii, com um padréo de transmissédo diferente das areas
endémicas brasileiras (FEACHEM, 2009). Mais recentemente, surtos tém sido
descritos, particularmente, nas regides serranas do Rio de Janeiro (BRASIL et al.,
2017). Neste cenario, os vetores tém como habitat natural as plantas da familia das
bromélias, e, por esta razédo, os individuos com estreito contato com as florestas
tropicais sdo 0s mais sujeitos a transmissdo. As infeccbes decorrentes desta
exposicdo encontram-se, frequentemente, associadas ao P. simium, parasito
comumente encontrado em macacos do Novo Mundo. Embora o P. simium seja
geneticamente e morfologicamente similar ao P. vivax, estudos recentes
identificaram dois polimorfismos de base Unica (single nucleotide polymorphisms -
SNP) que permitem distinguir estas espeécies através de recursos moleculares
(BRASIL et al., 2017; DE ALVARENGA et al., 2018).

Na regidao extra Amazonica, no ano de 2018, cerca de 70% dos casos de
malaria registrados foram importados de estados da regido Amazdnica Brasileira, de
paises da América do Sul e do continente Africano e Asiatico; sendo os demais
casos oriundos de infec¢des autoctones (PINA-COSTA et al., 2014; RECHT et al.,
2017; SIQUEIRA et al., 2016). A titulo de exemplo, segundo a Secretaria de Estado
de Saude de Minas Gerais, em 2018, cerca de 80% dos casos de malaria notificados
no estado foram importados de estados brasileiros da Amazbnia Legal, como
Rondbnia e Amazonas; sendo os demais casos notificados (20%) provenientes de
paises endémicos, principalmente, do continente africano (SVS/MS, 2019). Neste
sentido, apesar de serem areas consideradas ndo endémicas, a regido extra
Amazbnica detém elevada importancia epidemiologica, uma vez que poSSui
potencial para transmissdo autéctone da doenca, em funcdo: (i) da presenca de
mosquitos vetores; (ii) do constante fluxo migratério dentro do pais; e (iii) do atraso

no diagnaostico e tratamento especifico (LORENZ et al., 2015). Historicamente surtos
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de transmissao autoctone tém sido descritos em varios estados brasileiros (LORENZ
et al., 2015), incluindo Minas Gerais (CERAVOLO et al., 2009; CHAVES et al., 1995;
FONTES et al., 1991; LIMONGI et al., 2008), Espirito Santo (BUERY et al., 2018;
CERUTTI et al., 2007), Piaui (DO NASCIMENTO et al.,, 2016) e Santa Catarina
(MACHADO et al., 2003).

Tem sido demonstrado que apenas 19% dos casos notificados de malaria na
regido extra Amazonica sao diagnosticados e tratados precocemente, isto €, nas
primeiras 48 horas apos o inicio dos sintomas (PINA-COSTA et al., 2014). Por outro
lado, os mesmos estudos demonstram que na regido Amazodnica, 60% dos casos
sao tratados de forma oportuna. Em conjunto estes dados explicam a alta letalidade
entre 0os casos de maléria diagnosticados fora da area endémica (LORENZ et al.,
2015; PINA-COSTA et al., 2014; SIQUEIRA et al.,, 2016). De fato, em 2013, o
coeficiente de letalidade na regido extra Amazonica foi aproximadamente 60 vezes
superior ao registrado na regido Amazonica (PINA-COSTA et al., 2014). Logo, a falta
de conhecimento sobre a doencga, associada a experiéncia limitada dos profissionais
de saude com a abordagem diagndstica e terapéutica, tem impactado diretamente

no agravo das infeccbes malaricas em regides ndo endémicas do Brasil.

1.2.1 Desafios no controle e eliminacao da malaria no Brasil

Objetivando o manejo eficaz do numero de casos de maléaria no Brasil, faz-se
necessario direcionar e intensificar as medidas de controle, estratificando areas de
risco e populagbes vulneraveis, como, por exemplo, as comunidades indigenas da
Amazonia Brasileira, onde a reducdo do numero de casos foi pouco expressiva na
tltima década (LEANDRO-REGUILLO et al., 2015). A titulo de exemplo, segundo a
Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS/MS), a doenca aumentou cerca de 3% em
algumas populacdes vulneraveis da Amazonia Brasileira, como, por exemplo, em
areas de garimpo. Neste mesmo periodo (2017-2018) foi relatado um aumento de
30% em reservas indigenas. Neste sentido, o governo brasileiro instituiu em 2003, o
Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM), responsavel por tracar metas
para a eliminacdo do numero de casos (SVS/MS, 2003). Com este intuito foram

estabelecidos grupos de estratégias e adequacOes, dada a heterogeneidade da
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situagao epidemiolégica dos municipios brasileiros, a fim de direcionar e intensificar

estratégias de acordo com cada cenario (SANTELLI et al., 2016).

Dentre as diretrizes do PNCM, destacam-se a detec¢cao oportuna dos casos e
o diagnostico assertivo, seguido de tratamento imediato e acompanhamento dos
pacientes. Associadas a estas intervencdes, o PNCM enfatiza a importancia do
controle vetorial para a reducao da transmissao, e o incentivo a Educacdo em Saude
(SANTELLI et al., 2016). Assim, € de suma importancia detectar infeccbes
submicroscopicas e assintomaticas — mediante diagndstico precoce — uma vez que
individuos pauciparasitados constituem reservatorios potenciais da doenca, mesmo
sem as manifestacdes clinicas, podendo, desta forma, infectar mosquitos vetores e
disseminar a doencga (TAUIL, 2011).

Diferencas na dinamica e biologia do P. vivax — espécie predominante no
Brasil — incluindo sua habilidade em causar recaidas pela ativagdo de formas
latentes no figado (hipnozoitos) (KROTOSKI, 1989), influenciam na epidemiologia e
no controle da malaria, contribuindo para a persisténcia dos focos de transmisséo.
Neste sentido, achados recentes sugerem que a maior parte das infeccdes
causadas pelo P. vivax sao resultantes de recaidas e ndo da infec¢do pelo mosquito
vetor (BETUELA et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2016), podendo caracterizar de 30 a
80% dos episddios malaricos dependendo da abordagem do estudo
(KATSURAGAWA et al., 2010; ROSS et al., 2016; WHITE et al., 2018).

Além das recaidas, outros fatores podem contribuir para a maior plasticidade
do P. vivax, incluindo: (i) grande potencial para a transmissdo, com circulagao
precoce de gametdcitos a partir da primeira geracéo de formas sanguineas (HOWES
et al., 2016; JOSLING & LLINAS, 2015); (ii) elevada frequéncia de infeccbes com
baixas parasitemias, geralmente ndo detectadas pelo diagnostico de rotina; contribui
para isto a invasdo exclusiva de reticulécitos -- correspondente a cerca de 1% do
namero total de eritrdcitos do sangue -- (ADAMS & MUELLER, 2017; HOWES et al.,
2016; MAYOR & ALANO, 2015); (iii) imunidade adquirida precocemente, mesmo
apos poucas picadas infectantes (RECHT et al., 2017), o que pode resultar em
infecgbes assintométicas. Em conjunto, todos estes fatores favorecem a

manutencao da transmissdo em diferentes situacdes epidemioldgicas.
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Com relacdo ao P. malariae, os dados oficiais sugerem que este agente
etiologico seja pouco prevalente no Brasil (MCKENZIE et al.,, 2001). Contudo,
estudos com limites de deteccdo otimizados correlacionam a presenca deste
parasito em vérias regides endémicas de malaria no mundo, incluindo no territorio
brasileiro (AUTINO et al., 2012; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010; RECHT et al.,
2017). De relevancia, estudos anteriores demonstraram que, em regides de
populacdes nativas da Amazobnia, o P. malariae encontra-se presente em altas
frequéncias (DE ARRUDA et al., 1989; DE BARROS et al., 2007; METZGER et al.,
2008). Portanto, novos estudos sdo necessarios para determinar a real prevaléncia
do P. malariae em tribos indigenas Amazonicas, bem como para conhecer o impacto

desta infeccao sobre a saude destas populacdes.

1.3 Ciclo biolégico dos plasmédios humanos

O ciclo biologico dos plasmédios humanos integra uma série de interacdes
especificas entre os diferentes estagios evolutivos do parasito e suas respectivas
células hospedeiras, responsaveis pelo sucesso da infeccdo e transmissdo da
doenca, conforme demonstrado na Figura 2 (representativa do ciclo do P. vivax).

Os plasmédios possuem um ciclo heteroxénico, necessitando,
obrigatoriamente, de um hospedeiro vertebrado (homem), no qual ocorre a fase
assexuada, e outro invertebrado (mosquito), responsavel pela fase sexuada da
doenca (MUELLER et al., 2009).

A forma infectante ao hospedeiro vertebrado € o esporozoito, inoculado
através da proboscide da fémea do vetor anofelino, durante o repasto sanguineo. Os
esporozoitos ndo atingem a circulagdo sanguinea logo que s&o introduzidos pelo
vetor, podendo permanecer por horas ou dias na derme e, inclusive, iniciar o seu
desenvolvimento em regides como as células da epiderme, derme ou associados
aos foliculos pilosos (AMINO et al., 2006; MOTA & RODRIGUEZ, 2004; SINNIS &
ZAVALA, 2012). Embora estas formas ndo possuam importancia para a continuagao
do ciclo, estes parasitos podem iniciar a resposta imune, induzindo a destruicao de
grande parte dos parasitos (SINNIS & ZAVALA, 2012). Os esporozoitos que

conseguem escapar da resposta imunologica desencadeada pelo hospedeiro,
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atingem a circulagao sanguinea e migram para o figado, dando continuidade ao ciclo

pré-eritrocitico.

A partir dai, algumas vias tém sido sugeridas para a invasédo do parasito no
parénquima hepatico: (i) direta entre as células endoteliais dos capilares sinusoides;
e (ii) por intermédio das células de Kupffer (AMINO et al., 2006; YAMAUCHI et al.,
2007). Logo, os parasitos passam a migrar através de varios hepatocitos antes de se
desenvolverem em um hepatécito especifico (MOTA et al., 2001). Acredita-se que
esta migracao transcelular seja fundamental para a ativacdo de componentes
presentes nas organelas apicais, tornando-os aptos a se desenvolver dentro do
vacuolo parasitéforo dos hepatocitos (MOTA & RODRIGUEZ, 2004).

Uma vez estabelecidos nos hepatdécitos, 0s esporozoitos iniciam um processo
de maturagao e divisao celular, denominado esquizogonia tecidual (o qual varia de
seis a 12 dias, dependendo da espécie de Plasmodium), sendo o desenvolvimento
dos parasitos completamente dependente do vacuolo parasitéforo (STURM et al.,
2006; SVS/MS, 2009). Neste processo sdo formados os esquizontes hepaticos,
repletos de merozoitos teciduais. Durante esta etapa, a infec¢cdo ndo possui cunho

sintomatico.

No caso do P. vivax e P. ovale, os esporozoitos podem se desenvolver em
formas latentes no interior dos hepatoécitos (hipnozoitos), os quais sdo responsaveis
pelas recaidas da doenga meses ou até anos apds a infeccdo incial, sendo o
processo de reativacdo ainda desconhecido (KROTOSKI, 1989; KROTOSKI, 1985;
SILVINO et al., 2016).

ApOs a esquizogonia, 0s esquizontes maduros liberam 0s merozoitos
teciduais, gradativamente, por intermédio do brotamento de vesiculas, denominadas
merossomas (STURM et al.,, 2006). Os merozoitos, recém liberados, atingem a
circulagdo sanguinea e invadem os eritrécitos, iniciando o segundo ciclo de

reproducao assexuada (eritrocitico).

A invasdo dos merozoitos aos eritrocitos ocorre mediante interacdes
especificas entre a membrana do parasito e receptores especificos da superficie das
células, variando de acordo com a espécie infectante (COWMAN et al., 2017). Vale
ressaltar que o ciclo eritrocitico é responsavel pelos sintomas clinicos classicos da

doenga, incluindo febre intermitente, calafrios, dores de cabega, vémito, entre outros
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(PHILLIPS et al., 2017; WHITE et al., 2014).

Dentro dos eritrocitos, os merozoitos se diferenciam em trofozoitos jovens,
maduros e esquizontes, com consequente formacdo de novos merozoitos que
invadirdo outros eritrocitos apos um periodo que varia de 48 a 72 horas, conforme a
espécie de Plasmodium, reiniciando o ciclo sanguineo (MIDEO et al., 2013). Esta
fase eritrocitica é correspondente ao periodo onde € possivel realizar o diagndéstico
parasitolégico, uma vez que os parasitos e seus produtos podem ser detectados na

corrente sanguinea (WHITE et al., 2014).

Em geral, apds sucessivas replicagbes assexuadas nos eritrécitos, alguns
merozoitos se diferenciam em estagios sexuados infectantes para a fémea do
mosquito vetor (gametdcitos masculinos e femininos). Estas formas séo ingeridas
pelo anofelino durante um novo repasto sanguineo, iniciando o ciclo sexuado
(esporogonico). O aparecimento dos gametocitos no sangue periférico acontece em
tempos distintos, que variam de acordo com a espécie. No P. falciparum, os
gametoécitos aparecem cerca de oito a dez dias apds o inicio do ciclo sanguineo,
enguanto no P. vivax esse aparecimento é precoce (em torno de trés dias) (HOWES
et al., 2016; JOSLING & LLINAS, 2015).

Recentemente, foi demonstrado que o sequestro dos parasitos da malaria
humana ndo € um fendmeno exclusivo do P. falciparum, podendo ocorrer também
com o P. vivax, particularmente, no pulmao (ANSTEY et al., 2007), baco e medula
0ssea (MALLERE et al., 2015; MAYOR & ALANO, 2015). Sendo assim, as formas
sanguineas do P. vivax parecem invadir, preferencialmente, os reticuldcitos imaturos
(CD71*) que predominam na medula 6ssea e ndo na circulacdo periférica (MAYOR
& ALANO, 2015). Estes achados sugerem que o P. vivax pode migrar do sangue
para a medula 0ssea e vice-versa. JA com relacdo ao P. falciparum, espécie de
plasmddio historicamente associada ao sequestro em capilares profundos
(BELACHEW, 2018; NEVEU & LAVAZEC, 2019; WAHLGREN et al., 2017), tanto os
esquizontes quando os gametécitos imaturos podem ser encontrados na medula
0ssea -- onde finalizam o processo de maturacéo -- sendo apenas o estagio final do
gametadcito desta espécie, encontrado na circulagdo sanguinea periférica (MALLERE
et al.,, 2015; MAYOR & ALANO, 2015). Estas diferencas na biologia dos parasitos
influenciam ndo s6 na patogenia, mas também, na capacidade de infectar com

SuUcCesso 0s mosquitos vetores.
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Ja o ciclo no mosquito vetor se inicia com a exflagelagdo do microgametécito,
formando oito microgametas, e a diferenciacdo do gametdcito feminino em
macrogameta, os quais se fecundam e originam o zigoto (GUTTERY et al., 2012;
MEIS et al., 1992). Posteriormente, o zigoto se torna alongado e movel sendo
denominado oocineto, o qual atravessa a membrana do intestino e se aloja entre o
intestino médio e a lamina basal do hospedeiro invertebrado, se tornando séssil
(oocisto) (BATON & RANFORD-CARTWRIGHT, 2004; VLACHOU et al., 2006;
ZIELER & DVORAK, 2000). Em cada oocisto s&o ativadas as maquinarias de
replicagcdo do DNA e de sintese protéica, gerando milhares de novos esporozoitos.
Finalmente, os esporozoitos sdo liberados na hemolinfa e migram pela cavidade
toracica do mosquito, sendo, parte deles, estabelecidos no interior das gléandulas
salivares. Uma vez instalados, tornam-se aptos para inocular as formas infectantes

no hospedeiro vertebrado em um proximo repasto sanguineo.
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Figura 2. Representagdo esquematica do ciclo biolégico do P. vivax no hospedeiro humano e
no mosquito vetor. Fonte: Modificado de (MUELLER et al., 2009).
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1.4 Diagndstico laboratorial de malaria

O desenvolvimento de um método de diagndstico para malaria que seja
eficiente, rapido e de facil execucdo tem motivado pesquisas em todo o mundo; isto
é relevante, ja que o tratamento adequado da doenca esta diretamente relacionado
a identificacao precoce e correta da espécie de plasmadio. Desta forma, é ideal que
0 método de detecgao atenda alguns parametros, como por exemplo: (i) elevada
sensibilidade, especificidade e acuracia; (ii) relacdo custo beneficio adequada; e (iii)
facil manuseio e execucdo em condicdes de campo. No caso da malaria, os
métodos atualmente disponiveis ndo atendem estas exigéncias, sendo necessario o
desenvolvimento de novos métodos e abordagens diagnésticas. Isto € relevante
uma vez que o diagndstico oportuno € um dos pilares dos atuais programas de
prevengao e controle da malaria em ambito mundial (WHO, 2019). Apesar desta
relevancia, o diagnostico individual de rotina continua sendo realizado com técnicas
pouco sensiveis (diagndstico parasitoldgico), sendo os protocolos mais sensiveis
utilizados, principalmente, para a préatica de inquéritos epidemiolégicos (CHIODINI,
2014; HANSCHEID, 1999).

1.4.1 Diagnéstico parasitolégico

O diagndstico de rotina para a malaria humana é baseado na deteccao direta
do parasito no sangue, possibilitando, assim, a identificacdo das espécies e dos
estagios biolégicos dos plasmdédios (ERDMAN & KAIN, 2008). Estabelecido como
meétodo de referéncia, a técnica parasitologica de rotina consiste na analise pela
microscopia otica de gotas espessas coradas com Giemsa (GONZALES, 2016). Em
virtude do baixo custo associado ao ensaio, bem como da capacidade de
semiquantificagdo da densidade parasitaria e do monitoramento da resposta
quimioterapica, este diagnostico continua sendo o método de referéncia na maior
parte dos paises endémicos para a doenca. Contudo, apesar de ocupar posicao de
destaque dentre as outras metodologias, estudos tém demonstrado que 0 exame

microscépico possui diversas limitages, incluindo sensibilidade reduzida em casos
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de individuos com baixas parasitemias (AMARAL et al., 2019; KAMAU et al., 2011,
TADESSE et al.,, 2017). Além da exigéncia de material adequado para leitura e
interpretacdo dos resultados, a técnica requer microscopistas experientes,
microscopios opticos apropriados e energia elétrica (BAILEY et al., 2013).

Estudos prévios demonstram, ainda, que mesmo em diagndsticos realizados
por microscopistas capacitados, ha ocorréncia de erros ou resultados inconclusivos,
causados, principalmente, pela semelhanca morfolégica entre as espécies, baixo
namero de parasitos circulantes, ou ainda, infeccdes mistas, o que dificulta a
precisdo no diagndstico (HANSCHEID, 2003; PROUX et al., 2011).

Apesar das limitacbes do exame microscépico de rotina, algumas
metodologias tém buscado aprimorar este protocolo, particularmente, visando
facilitar a interpretacdo dos resultados. Neste campo de investigacdo destaca-se a
importancia da telemedicina, que busca compartilhar informacdes entre operadores
localizados em regides distintas, dispensando a atuacdo de um microscopista
experiente no local do exame para interpretacao dos resultados (MODY et al., 2006;
YANG et al., 2019). Outra inovacdo nesta area € a possibilidade de usar a
microscopia em locais “point-of-care”; neste caso especifico, tem sido proposto a
confeccdo de microscépios a partir de midia 2D com abordagem baseada nos
principios do origami (CYBULSKI et al., 2014; SHAILAJA et al., 2019). Além de ser
um instrumento leve e portatil, o fato de dispensar a utilizacdo de eletricidade e/ou
bateria, associado ao baixo custo, torna essa ferramenta ideal para o diagnostico em

areas isoladas.

Considerando que as novas tecnologias ndo aumentam substancialmente a
sensibilidade do ensaio parasitolégico (em torno 20-50 parasitos por microlitro de
sangue) (BAIRD et al., 2016), tem-se incentivado a busca por novos métodos
diagndsticos, a fim de aprimorar e otimizar o diagnoéstico da malaria em casos de

baixas parasitemias (submicroscopicas).

1.4.2 Teste imunocromatografico rapido

O desenvolvimento dos ensaios para a deteccdo de antigenos e/ou
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anticorpos, “point-of-care” (Rapid Diagnostic Tests — RDT’s), tém revolucionado o
diagnoéstico de doencas parasitarias como € o caso da malaria (CUNNINGHAM et
al., 2019; KIM et al., 2015). Diversos RDT’s foram desenvolvidos para o diagnostico
da malaria humana, sendo estes ensaios baseados na captura de antigenos
circulantes das formas sanguineas dos plasmoédios (WHO, 2016a). A maioria das
metodologias atualmente disponiveis realizam o ensaio diferencial e qualitativo entre
HRP2 (proteina rica em histidina), especifica do P. falciparum e pLDH (enzima
lactato desidrogenase do Plasmodium). O principio desta técnica é baseado em
imunocromatografia em membrana de nitrocelulose e consiste na captura de
antigenos circulantes do parasito por meio de anticorpos monoclonais, sendo a
presenga do antigeno indicada por uma alteracdo de coloragdo na fita (WHO,
2016a).

Esta técnica néo requer treinamento especializado ou equipamento especifico
para a interpretacdo dos resultados, além de ser de facil manuseio e transporte
(ROSANAS-URGELL et al., 2010). Logo, tem sido amplamente utilizada em regides
de dificil acesso, locais sem energia elétrica, diagndstico diferencial em casos
suspeitos e em pacientes hospitalizados, para confirmacdo diagndstica,
principalmente fora da area endémica (ERDMAN & KAIN, 2008; MURRAY &
BENNETT, 2009; WONGSRICHANALAI et al., 2007).

Apesar de ser considerada uma técnica simples e acessivel, a maior limitacéo
dos testes rapidos tem sido a baixa sensibilidade — inferior a do diagnéstico
parasitologico — pois permite detectar entre 100 a 200 parasitos por microlitro de
sangue (BAIRD et al., 2016). Vale ressaltar que a eficiéncia e o desempenho do
ensaio variam de acordo com o tipo de antigeno utilizado, o método de estocagem e
a qualidade do kit (COSTA et al.,, 2019; RANADIVE et al.,, 2017). Neste sentido,
publicacdes recentes indicam um numero substancial de isolados de P. falciparum,
na regido Amazonica e em algumas localidades da Africa e Asia, com delecdes ou
variacdes no gene Pfhrp2, comprometendo a expressdo do antigeno da proteina
HRP2 e ameacando a viabilidade dos RDT’s que se baseiam na deteccdo deste
gene do parasito (AGABA et al., 2019; KOJOM & SINGH, 2020; MUSSA et al.,
2019).
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1.4.3 Diagndéstico molecular

Considerando que individuos com parasitemias subpatentes podem atuar
como reservatorios dos parasitos da maléria, e, consequentemente, contribuir para a
transmissdo da doenca (SLATER et al.,, 2019), faz-se necessaria a utilizacdo de
ferramentas diagnosticas mais sensiveis para a correta identificacdo destas
infeccbes. Neste sentido, os protocolos que se baseiam na amplificacdo de acidos
nucleicos dos parasitos tém grande potencial na deteccdo de casos
submicroscoépicos (OKELL et al., 2012; SLATER et al., 2019).

As técnicas moleculares baseadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
possuem como principio basico a amplificacdo do material genético presente em
uma amostra através de um processo ciclico orientado por enzimas especificas
(polimerases) capazes de gerar milhares de copias idénticas ao DNA molde
(LORENZ, 2012). Atualmente, esta metodologia vem sendo utilizada como
ferramenta auxiliar aos métodos diagndésticos de malaria, bem como em estudos

epidemiologicos e em triagens de bancos de sangue.

A maioria dos protocolos atualmente disponiveis sdo baseados na deteccao
de sequéncias género e espécie-especificas inseridas na regido codificadora da
subunidade menor do RNA ribossomal 18S dos plasmédios (18S SSU rRNA)
(MANGOLD et al., 2005; ROUGEMONT et al., 2004; SNOUNOU et al., 1993). Sabe-
se que o0 gene 18S SSU rRNA é um bom alvo para a diferenciacdo de plasmadios,
pois apresenta regides polimérficas flanqueadas por regides conservadas, facilitando
o desenho dos iniciadores (DAS et al., 1995; LAL et al., 1989; SNOUNOU et al.,
1993). Entretanto, o baixo nimero de sequéncias ndo idénticas deste gene no
genoma dos plasmédios (quatro a oito coOpias) acabam comprometendo a
sensibilidade e a reprodutibilidade da técnica, conforme demonstrado pelo nosso
grupo de pesquisa em malaria (AMARAL et al., 2019; COSTA et al., 2014).

Atualmente, o aumento da disponibilidade de dados genémicos de varios
isolados de campo tem favorecido a descoberta de novos alvos moleculares, tais
como: (i) sequéncias mitocondriais, como, por exemplo, o cox3 (LLOYD et al., 2018);
(i) genes nucleares (varATS do P. falciparum) (HOFMANN et al., 2015; LLOYD et
al., 2018); e (iii) regibes repetitivas associadas ao teldbmero (TARE-2 do P.
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falciparum) (HOFMANN et al., 2015). Estes alvos, por serem repetitivos e
conservados no genoma dos parasitos, conferem potencial para detectar infeccbes

com baixas parasitemias.

Na busca de alvos alternativos para o diagnostico molecular de malaria,
Demas e colaboradores (2011) descreveram alvos nao ribossomais localizados em
regides subteloméricas no genoma de P. vivax e P. falciparum (Pvr47 e Pfr364,
respectivamente), ainda sem fungfes conhecidas. A sequéncia Pfr364 esta presente
em 41 copias no genoma do P. falciparum, cada uma delas localizada na regiao de
repeticdo subtelomérica SB2. J4 a sequéncia Pvr47, se encontra em 14 cépias no
genoma de P. vivax, sendo dois membros dessa familia localizados préximos as
familias de genes hipervariaveis (vir), enquanto um terceiro se encontra proximo a
proteina transmembrana subtelomérica (Pvstpl). Resultados iniciais utilizando estes
alvos em ensaios de PCR convencional comprovaram maior sensibilidade do

Pvr47/Pfr364 quando comparado aos alvos ribossomais (DEMAS et al., 2011).

Com a finalidade de aumentar a sensibilidade dos ensaios moleculares,
algumas variactes da PCR convencional foram descritas. Dentre essas, destacam-
se: (i) Nested-PCR, protocolo molecular de referéncia para o diagnéstico de malaria,
que compreende dois passos de amplificacdo (género e espécie), aumentando
assim, a sensibilidade na deteccao do DNA plasmodial (LIU et al., 1998; SNOUNOU
et al., 1993); (ii) PCR em tempo real (QPCR), considerada uma evolucéo dos ensaios
de PCR convencionais; esta técnica permite detectar o DNA alvo na fase
exponencial de amplificagdo, além de possibilitar a analise quantitativa de acidos
nucléicos, demonstrando, em geral, maior sensibilidade e especificidade,
dispensando a manipulagdo pos amplificagdo -- fator este que reduz o risco de
contaminagdo da técnica -- (AMARAL et al., 2019; HOFMANN et al., 2015;
HOFMANN et al.,, 2018; KUBISTA et al., 2006; MANGOLD et al., 2005;
ROUGEMONT et al., 2004); (iii) PCR digital (ddPCR), que consiste em uma técnica
de amplificagdo fundamentada nos principios de particionamento da amostra, em
que a reacado, contendo todos 0s componentes necessarios para a PCR, é
fracionada em milhares de nano gotas imersas em 6leo (com cerca de 1 nanolitro).
Esta metodologia permite a quantificacdo absoluta do &cido nucleico — com altos
niveis de sensibilidade -- sem a necessidade de curva padrao (KOEPFLI et al., 2016;
POMARI et al., 2019; SRISUTHAM et al., 2017).
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Visando viabilizar as técnicas moleculares para situacées de campo, outros
protocolos moleculares tém sido descritos. Neste sentido, a amplificacdo isotérmica
conhecida como LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) parece ser
promissora. Neste protocolo, busca-se a amplificacdo através da utilizacdo de um
conjunto de iniciadores e DNA polimerase com atividade de desacoplamento de fitas
(WONG et al., 2017). Embora o desenho dos iniciadores seja complexo, o protocolo
de LAMP é de baixo custo e rapido, podendo o resultado ser avaliado visualmente
por turbidez ou fluorescéncia, o que facilita sua aplicabilidade como “point-of-care”
(HASHIMOTO et al.,, 2018; PONCE et al., 2017). Entretanto, apesar de suas
vantagens, alguns protocolos recentemente descritos para o diagnéstico de malaria
tém apresentado resultados duvidosos, falso-positivos e baixa sensibilidade (WONG
et al., 2017). Outra perspectiva futura para o campo é utilizar a chamada “plataforma
lab-on-chip”, que se fundamenta na utilizacdo de chips descartaveis contendo todos
0S reagentes necessarios para a amplificacdo do material genético. Vale ressaltar
que este sistema € analisado em equipamentos de PCR em tempo real portateis e
independentes de eletricidade (MALPARTIDA-CARDENAS et al., 2019; TAYLOR et
al., 2014); apesar da importancia desta metodologia, a sua aplicabilidade ainda néo

é imediata.

Além das metodologias descritas anteriormente, outra aplicacdo importante
dos protocolos moleculares € para estudos envolvendo especiacao simpatrica, como
é o0 caso do P. ovale na Asia e Africa (JOSTE et al., 2018; ZAW & LIN, 2017), e do
P. vivax/P. simium no Brasil. Com este intuito, Alvarenga e colaboradores (2018)
desenvolveram um ensaio capaz de distinguir amostras do P. vivax e do P. simium,
utilizando a Nested-PCR seguida de digestdo enzimatica, dispensando a reacéo de
sequenciamento de nucleotideos. Essa metodologia baseia-se no fato de que todas
as sequéncias do genoma mitocondrial disponiveis do P. simium diferem das
sequéncias do P. vivax por apenas dois polimorfismos de base uUnica (SNPs) (DE
ALVARENGA et al., 2018). Logo, este protocolo pode ser empregado como triagem
de casos de malaria em cenarios nos quais hospedeiros (primatas humanos e néo-

humanos) compartilham o mesmo habitat, como € o caso da Mata Atlantica.

Embora a implementagdo dos métodos baseados em ferramentas
moleculares para o diagndstico de rotina da malaria continue sendo um desafio --

em decorréncia do alto custo da técnica, da necessidade de capacitacdo de
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profissionais e de equipamentos especificos -- os protocolos baseados na PCR tém
se mostrado importante ferramenta para a deteccdo de infeccfes submicroscopicas
(HOFMANN et al., 2015; OKELL et al., 2012; SLATER et al., 2019). Logo, as
técnicas moleculares desempenham um papel fundamental na avaliagdo da real
prevaléncia de malaria em regides endémicas, particularmente, em locais onde mais
de uma espécie de plasmadio esteja circulando; ja que as densidades parasitarias
podem ser varidveis e depender da imunidade naturalmente adquirida, como é o

caso das populacdes indigenas isoladas da Amazénia.

1.5 Distrito Sanitario Especial Indigena Yanomami (DSEI-Y)

Em 2010, o censo demografico realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE) demonstrou que a populacao indigena brasileira correspondia a,
aproximadamente, 820 mil pessoas. Estes grupos amerindios concentram-se,
preferencialmente, na Amazénia Legal e preservam ampla diversidade linguistica e
cultural. Embora estima-se que cerca de 38% da populagdo considerada indigena
viva em areas urbanas, a grande maioria (62%) reside em areas rurais, dentre as
quais muitas sao de dificil acesso na floresta Amazoénica; dentre essas, 58% situam-

se em terras indigenas demarcadas.

A partir de 1999, a populacéo indigena brasileira foi organizada em unidades
de responsabilidade sanitaria federal (Lei N° 9.836 de 24 de setembro de 1999) --
denominadas Distritos Sanitarios Especiais Indigenas (DSEI) -- ficando a execuc¢ao
da atencdo a saude indigena sob a responsabilidade da Secretaria Especial de
Saude Indigena (Sesai), comprometida a coordenar e executar a Politica Nacional
de Atencdo a Saude dos Povos Indigenas e todo o processo de gestdo do
Subsistema de Atencdo a Saude Indigena (SasiSUS) no Sistema Unico de Salde
(SUS).

Cada DSEI é dividido estrategicamente de acordo com critérios territoriais e
nao, necessariamente, por estados, tendo como base a ocupacdo geografica das
comunidades indigenas; sendo o DSEI dos grupos indigenas ianomamis (DSEI-Y)
um dos 34 DSEI criados no Brasil (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2006).
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O territério Yanomami -- considerado a terra indigena com maior nimero de
habitantes -- reflete uma populacdo estimada de cerca de 25.000 indigenas, os
quais estdo estruturados em aproximadamente 300 aldeias, contemplando uma
dimensdo territorial de 192.000km? (em ambos os lados da fronteira Brasil-
Venezuela), abrangendo o extremo norte de Roraima e Amazonas, préximo a divisa
com a Venezuela (CARTER & MENDIS, 2002; SANCHEZ-RIBAS et al., 2017). Estes
individuos mantém modos tradicionais de subsisténcia e integram uma sociedade
formada, basicamente, por cacgadores, coletores e agricultores, o que 0s torna
altamente dependentes dos recursos naturais (SANCHEZ-RIBAS, 2015).

Os grupos indigenas ianomamis sao geralmente organizados em casas
plurifamiliares, denominadas shabonos (LASERSON et al., 1999; METZGER et al.,
2008; VERHAGEN et al., 2013). Estes sistemas consistem em grandes estruturas
circulares que convergem em pracas centrais destinadas as atividades diarias. Estas
construcbes sao feitas, sobretudo, de madeira, barro, palha e folha de palmeira.
Dentro dos shabonos, cada familia organiza-se ao redor de uma fogueira (onde os
alimentos sdo preparados e cozidos durante o dia), ndo havendo paredes ou
estruturas internas que divergem uma familia da outra (LASERSON et al., 1999;
METZGER et al., 2008; VERHAGEN et al., 2013; LEANDRO-REGUILLO et al.,
2015).

A mobilidade é uma caracteristica muito relevante na cultura deste povo
semindmade. Os deslocamentos durante longos periodos séo praticados na busca
de residéncias alternativas, ou, ainda, para visitar comunidades vizinhas. Esta
rotatividade entre o shabono principal e a segunda residéncia garante o uso dos
recursos naturais de maneira equilibrada, uma vez que uma &rea se recupera
enquanto a outra é explorada (SANCHEZ-RIBAS, 2015). Vale ressaltar que o
acesso € extremamente limitado nessas regides, devido, principalmente, a remota
localizacéo territorial e a dependéncia sazonal do transporte fluvial, associado ao
alto custo do transporte aéreo (SANCHEZ-RIBAS et al., 2017). Neste sentido, a
mobilidade dos povos ianomamis, particularmente, entre habitantes da Amazé6nia
Brasileira e Venezuelana pode levar a modificacdes do perfil genético dos parasitos
circulantes (MARCANO et al., 2004; MONDOLFI et al., 2019; RECHT et al., 2017).
Este fator, associado a crescente invasao de terras indigenas pela pratica ilegal de

garimpo e extracdo de madeira, pode influenciar no perfil de transmissdo da malaria,
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na aplicabilidade de intervencbes de controle e na adesdo ao tratamento
(GRENFELL et al., 2008; MATO, 1998; SHANKS, 2016).

De fato, condicdo determinante na instabilidade da salde da populacdo
indigena tem sido a presenca de garimpeiros e madeireiros em terras ianomamis,
atuando de forma alarmante e expansiva. Além da destruicdo do meio ambiente e
dos conflitos armados, a invasdo em terras indigenas tem levado a mudanca
culturais deletérias para as comunidades, as quais resultaram em niveis alarmantes
de alcoolismo e suicidios (OLIVEIRA & LOTUFO NETO, 2003). As invasfes tém
propiciado, ainda, aumento no risco e exposicdo a doencas, como, a infeccdo por
HIV (BONALUME, 1991), sifilis (RUSSELL et al., 2019), tuberculose (PITHAN et al.,
1991) e exposicao a niveis toxicos de mercurio nos rios e solos (VEGA et al., 2018).

1.5.1 Historico da malaria no Distrito Sanitario Especial Indigena Yanomami
(DSEI-Y)

Em meados de 1960, os ianomamis residentes no Brasil viviam praticamente
isolados. Por tal motivo, até a década de 1980, a malaria causada por P. vivax e P.
falciparum era restrita as areas periféricas da reserva Yanomami e a transmissao
ocorria em razdo do contato pontual com grupos nao indigenas, em fazendas ou
sitios. Tendo em vista o carater zoondtico da transmissdo do P. malariae/P.
brasilianum em reservas indigenas Amazonicas, acredita-se que seja histérica a
transmissdo autoctone deste parasito nestas areas (DE ARRUDA, 1985; DE
ARRUDA et al., 1989).

A partir de 1987, houve uma invasao abrupta nas localidades indigenas por
garimpeiros clandestinos em busca de ouro (PITHAN et al., 1991), resultando na
transmiss&o autdctone da malaria causada por P. vivax e P. falciparum (FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 2006). A partir deste episédio e, em virtude da
receptividade e vulnerabilidade da area a malaria, a infeccdo mediante P. vivax e P.
falciparum, se disseminou com rapidez, atingindo, inclusive, as aldeias mais isoladas
e sem recursos. Neste sentido, durante a década de 1990, a transmissdo de malaria

se manteve em altos niveis nas comunidades indigenas.
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No entanto, entre os anos de 2000 e 2002, o DSEI-Y instituiu acbes de
controle, como, busca ativa, tratamento precoce e atividades de controle vetorial
(borrifacbes e nebulizagbes espaciais de inseticidas), as quais reduziram,
significativamente, a transmissdo da malaria entre os ianomamis, especialmente no
estado de Roraima (SANCHEZ-RIBAS, 2015). Ap6s este periodo de é&xito, houve um
relativo abandono na vigilancia e controle da malaria na regido. Esta auséncia de
acbes do poder publico, associada ao aumento das atividades garimpeiras, tem
contribuido para um novo aumento na incidéncia da maléria, principalmente, nas
aldeias do estado do Amazonas (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2006). De
acordo com Mondolfi e colaboradores (2019), a crescente vulnerabilidade das
comunidades indigenas, acrescido ao atual cenario politico socioambiental,
comprometem o futuro dos indios brasileiros, que, encontram-se em um processo de
etnocidio progressivo (MONDOLFI et al., 2019).
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2 JUSTIFICATIVA

A situacdo atual de saude dos indios ianomamis encontra-se comprometida,
sendo frequentes as doencas infecciosas, ndo infecciosas e cronicas, 0 que tem
resultado em elevadas taxas de mortalidade nas tribos (GRENFELL et al., 2008).
Associa-se a isto: (i) a localizac&o territorial remota, o que dificulta a prestacéo e
manutencdo de cuidados de saude e medidas preventivas; (i) 0s aspectos
socioculturais; e (iii) a escassez de estudos epidemiolégicos relativos as doencas

infecto-parasitarias, como é o caso da malaria.

Neste contexto, as comunidades amerindias representam um grande desafio
para as estratégias de vigilancia e controle de maléria que visam a reducéo definitiva
do nimero de casos da doenca na regido Amazonica (LEANDRO-REGUILLO et al.,
2015). Sendo assim, torna-se essencial conhecer o risco potencial de malaria entre
0S povos ianomamis. Estudos desta natureza podem permitir estratificar areas e
populacbes de risco em funcdo dos niveis de transmissdo, aspectos

socioeconémicos, politicos e ambientais.

Recentemente foi demonstrado que as infeccbes submicroscépicas podem
ser altamente prevalentes em areas de baixa transmissdo, fazendo-se necessario
detectar potenciais reservatérios da doenca (HOFMANN et al., 2015; MCCREESH et
al.,, 2018; OKELL et al.,, 2012; SLATER et al., 2019). Neste cenério, faz-se
necessario investigar e caracterizar a maléria submicroscépica em populactes
indigenas Brasileiras, utilizando, para isto, meétodos diagnésticos adequados
(LASERSON et al.,, 1999; MARCANO et al., 2004). Para tal fim, os protocolos
moleculares sdo consideravelmente mais sensiveis do que o diagndstico
parasitolégico de rotina ou do que 0s ensaios imunocromatograficos rapidos
(HOFMANN et al., 2018; OKELL et al., 2011).

Na Amazébnia Brasileira, o P. vivax é a espécie predominante seguida do P.
falciparum. Apesar disto, dentre as trés espécies de plasmoédios humanos
circulantes no pais, o P. malariae se encontra, frequentemente, subnotificado. No
entanto, estima-se que este parasito possa ter ampla distribuicdo geografica nas
areas indigenas, sendo a subnotificagdo associada a falhas no diagndstico
parasitolégico de rotina, que ndo é capaz de diferenciar esta espécie do P. vivax
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(CAMARGO-AYALA et al., 2016; LADEIA-ANDRADE et al., 2009; METZGER et al.,
2008; NINO et al., 2016; RECHT et al., 2017; ROVIRA-VALLBONA et al., 2017). A
infeccdo por P. malariae € particularmente relevante em populacdes isoladas --
como os amerindios da Amazonia Brasileira -- onde o contato com primatas nédo-
humanos favorece a manutencdo do cenario zoonético; isto porque o P. malariae é
morfologicamente e geneticamente similar ao P. brasilianum, parasito de primatas
nao-humanos neotropicais (DE ARRUDA, 1985, DE ARRUDA et al., 1989;
LALREMRUATA et al., 2015). Por outro lado, a infec¢céo pelo P. falciparum em areas
indigenas é indicativa de invasao ilegal nas reservas, o que pode levar a surtos de
malaria com grande mortalidade nas aldeias (SHANKS, 2016). Baseado nestes
achados, o presente estudo teve como objetivo avaliar, prospectivamente, a
prevaléncia das infeccbes maléricas em aldeias indigenas ianomamis. Enfase foi
dada as infeccbes submicroscopicas causadas por P. vivax, P. falciparum e P.
malariae. Para tal fim, a abordagem experimental envolveu protocolos moleculares
baseados em diferentes alvos plasmodiais -- ribossomais e nao ribossomais --,
visando, com isto, aumentar a sensibilidade na deteccdo de infeccdes
submicroscoépicas e co-infeccbes. O delineamento do estudo de campo envolveu
trés cortes transversais, com intervalos de dois meses. Espera-se, assim, contribuir
para fornecer dados sobre a real situacdo malarica nas populacdes indigenas
ianomamis, que tem sido sub-representada nas estatisticas oficiais de malaria no
Brasil. Os resultados aqui obtidos poderéo, ainda, auxiliar no direcionamento e

monitoracdo de medidas de controle de malaria na regido Amazonica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar prospectivamente as infecgcdes malaricas em uma comunidade de etnia
Yanomami da Amazonia Brasileira, com énfase nas infec¢cBes submicroscépicas

causadas pelos Plasmodium vivax, P. falciparum e P. malariae.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Estimar a prevaléncia da infeccdo malarica, através de protocolos moleculares
que utilizam alvos ribossomais e ndo ribossomais dos plasmédios, em individuos
provenientes da comunidade ianomami do P6lo Base Marari, localizada ao norte do

estado do Amazonas;

3.2.2 Identificar os fatores demograficos e epidemiolégicos associados a infeccao

maléarica nas aldeias ianomamis;

3.2.3 Em casos de infec¢cdo por P. vivax, investigar a possivel circulacdo do P.
simium — parasito “P. vivax-like” associado a transmissédo zoonética de malaria na

regido extra Amazonica --.
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4 METODOLOGIA

4.1 Area de estudo

A assisténcia sanitaria na terra indigena Yanomami € operacionalizada
através de Unidades Basicas de Saude, denominadas Poélos Base de Saude, os
quais abrangem um conjunto de aldeias. Cada Pélo Base é integrado por equipes
responsaveis por prestar assisténcia e realizar a capacitacdo e a supervisdo dos
Agentes Indigenas de Saude. Os Pdlos Base sao definidos a partir do agrupamento
de aldeias préoximas geograficamente e com lagos de convivéncia sociocultural.
Atualmente, 37 Pdlos Base encontram-se estruturados em terras ianomamis,
contando com a atuacdo de uma Equipe Multidisciplinar de Saude Indigena,
composta por médico, enfermeiro, dentista, auxiliar de enfermagem e agentes
comunitarios (DGESI/SESAI, 2018).

Os dados epidemiolégicos de maléaria sdo gerados na sede do DSEI-Y, em
Boa Vista (Roraima), a partir de fichas de atividade dos microscopistas e relatorios
de campo. Com base nestes dados ocorre o delineamento dos sistemas de
informacdo em saude e abastecimento do Sistema de Informacdo de Vigilancia

Epidemioldgica do Ministério de Saude (SIVEP-Malaria).

O presente estudo foi realizado em um Polo Base Yanomami -- Marari --
localizado na parte mais ao norte do estado do Amazonas (730 km de Manaus),
préximo a fronteira com a Venezuela (Figura 3). Esta comunidade esta localizada na
area de Floresta Tropical de planicie Amazonica (139 metros acima do nivel do
mar), sendo drenada por rios de primeira a terceira ordem e cercada por altas

montanhas (Figura 3).

O Polo Base Marari presta assisténcia médica a seis aldeias: Taibrapa-I/ll,
Gasolina, Alapusi, Castanha e Ahima; sendo a comunidade de Ahima referente a
Sede do Polo Base Marari (Marari Health Unit) (Figura 3). Neste estudo, optamos
por agrupar as comunidade de Castanha e Ahima (Castanha/Ahima), tendo em vista
a proximidade geografica e a crescente rotatividade entre as familias das
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respectivas aldeias. Devido aos habitos seminbmades dos ianomamis, Taibrapa-I

possui uma residéncia alternativa (Taibrapa-Il).

Vale ressaltar que, como a maioria das comunidades ianomamis, as aldeias
deste Polo Base estéo localizadas em areas remotas da floresta Amazonica, sendo
0 acesso realizado por pequenas aeronaves que partem da sede do DSEI-Y, em
Boa Vista (LALREMRUATA et al.,, 2015; VEGA et al.,, 2018). Com relagdo a

comunicacao, esta € realizada, primordialmente, por intermédio da radiofonia.
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Figura 3. Mapa da fronteira Brasil (Brazil) - Venezuela representando a area do estudo. O Pdlo

Base Marari (Marari region), area amarela a direita, esta localizado no norte da Amazonia Brasileira,
estado do Amazonas (Amazonas state), vermelho a direita. As cinco aldeias -- Alapusi,
Castanha/Ahima (Sede do Pélo Base, Marari Health Unit), Taibrapa (I e Il) e Gasolina -- estédo
destacadas em pontos amarelos com os principais rios préximos as comunidades delimitados em
azul. Fonte: Camada de relevo (Google Terrain), camada hidrogréafica (Agéncia Nacional de Aguas -
ANA).

De acordo com os dados do Sistema de Informacdo de Vigilancia
Epidemiolégica em maléria no Brasil (SIVEP-Malaria), no decorrer dos anos 2013 a
2016, foram notificados no Polo Base Marari, 3826 casos de malaria, sendo 3129
(82%) atribuidos ao P. vivax e 697 (18%) ao P. falciparum (Figura 4A). Mais
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especificamente, com relacdo ao periodo do estudo, foram registrados em 2014,
1435 casos de malaria, sendo 1120 (78%) em decorréncia da infeccdo por P. vivax e
315 (22%) mediante infecgdo por P. falciparum. J& com relagdo ao ano de 2015,
observou-se uma reducdo geral na incidéncia da doenca, sendo 771 casos
registrados dos quais 708 (92%) foram P. vivax e 63 (8%) P. falciparum positivos
(Figura 4B).
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Figura 4. Casos de malaria confirmados microscopicamente na comunidade indigena

Yanomami (P6lo Base Marari, Amazonas, Brasil). (A) Casos diagnosticados no periodo de 2013-
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2016. (B) Casos diagnosticados durante o periodo do estudo, 2014-2015. O desenho do estudo
incluiu trés cortes transversais, sendo o primeiro realizado em setembro de 2014 (linha de base), o
segundo em novembro de 2014 (2 meses depois) e o terceiro em janeiro de 2015 (4 meses apoés a
linha de base). As infecgbes por P. vivax estdo representadas em azul claro e, por P. falciparum, em
azul escuro. Fonte: Sistema de Informacéo de Vigilancia Epidemioldgica (SIVEP-Malaria), Ministério
da Saude.

Embora poucos estudos até o momento tenham relatado detalhadamente os
padrées de transmissdo da malaria no PdOlo Base Marari, trabalhos recentes,
publicados por colaboradores do nosso estudo, demonstraram que dentre 2.014
vetores coletados (sendo eles primordialmente das espécies Anopheles nuneztovari
s.l., An. darlingi e An. oswaldoi s.l.), apenas exemplares de An. darlingi
encontravam-se infectados, com uma taxa de positividade que variou de 1,5-2% nas
aldeias de Taibrapa-ll (2%), Gasolina (1,52%) e Alapusi (1,63%) (SANCHEZ-RIBAS,
2015; SANCHEZ-RIBAS et al., 2017). Vale ressaltar que todos os vetores
contemplados no estudo foram coletados no ambiente peridomiciliar, no periodo de

18:00 as 3:00 e encontravam-se infectados com P. vivax.

4.2 Populacao de estudo e cortes transversais

A populacdo contemplada faz parte de um projeto de pesquisa em rede,
coordenado pela Dr2 Joseli de Oliveira-Ferreira do Laboratério de
Imunoparasitologia do Instituto Oswaldo Cruz (IOC) da Fiocruz Rio, que visa avaliar
a prevaléncia de doencas parasitarias e virais entre povos ianomamis, com énfase
em malaria, oncocercose, tracoma, toxoplasmose, hepatite e enteroparasitoses. O
projeto propde identificar os agravos mais prevalentes para futuras intervencoes,
visando a melhoria na saude da populacdo local e a implantacdo de medidas de

controle integradas.

O desenho experimental detalhado deste estudo foi previamente descrito na
tese de doutorado do Dr. Jordi Sanchez Ribas (2015), colaborador deste projeto.
Todos os aspectos éticos e metodoldgicos relacionados a pesquisa de populacdes

vulneraveis foram aprovados pelos respectivos 6rgaos competentes, incluindo a
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Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP, protocolo #16907) (Anexo I),
gue regulamenta estudos envolvendo popula¢des indigenas brasileiras e o comité
de Etica do IRR (Protocolo CEP IRR N°358.698/2013). Vale ressaltar que toda a
parte de campo, incluindo entrevistas e coleta de sangue em FTA, foi realizada pela
equipe da Dr2 Joseli de Oliveira-Ferreira (IOC/Fiocruz), com o auxilio de um
intérprete bilingue que explicou aos lideres e/ou representantes indigenas o objetivo
do estudo e os procedimentos a serem realizados, sendo a participagdo voluntaria.
Além disso, foi solicitado consentimento por escrito para a impressao digital de cada
participante adulto e/ou responsavel (no caso de criancas e adolescentes menores
de idade).

Em linhas gerais, o desenho experimental do estudo envolveu uma coorte
aberta de base populacional prospectiva, tendo sido realizados trés cortes
transversais, em intervalos de dois meses. A primeira coleta foi realizada em
setembro de 2014 (linha de base), a segunda em novembro de 2014 (2 meses
depois) e a terceira em janeiro de 2015 (4 meses apos o linha de base); sendo dois
cortes transversais realizados na estacdo seca (setembro e novembro/2014) e o
altimo, no inicio da estacdo chuvosa (janeiro/2015). Ao longo do periodo de estudo,
aproximadamente, 30 casos confirmados microscopicamente para cada 1.000
habitantes foram registrados oficialmente na area (SIVEP-Malaria); sendo 27 casos
para cada 1.000 habitantes em setembro de 2014, 26 e 34 casos para hovembro de

2014 e janeiro de 2015, respectivamente.

No momento da coleta, as informacfes de idade, sexo e localidade foram
registradas para cada participante. No total, 981 ianoméamis semi-isolados foram
incluidos no estudo, com 707 (72%) recrutados na linha de base, 838 (85,4%)
durante a segunda coleta e 878 (89,5%) na terceira (Figura 4B). Durante o periodo
de acompanhamento, 0 nUmero minimo e maximo de participantes por aldeia variou
de 197 a 235 (Taibrapa I/ll), 174 a 231 (Gasolina), 122 a 154 (Alapusi) e 214 a 282
(Castanha/Ahima). Um total de 859 (87,5%) individuos participaram de pelo menos
dois cortes, sendo que 583 destes (59,4%) estavam presentes em todo o estudo.

Vale ressaltar que durante a coleta realizada na linha de base, os residentes
de Taibrapa encontravam-se em Taibrapa-Ill. No entanto, nas coletas posteriores,
realizadas 2 e 4 meses apds a coleta inicial, estes individuos situavam-se em

Taibrapa-l (Figura 5 e 6), aldeia geograficamente proxima da Sede do Polo Base
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(Figura 3).

No presente estudo, a infeccdo malarica foi definida como a ocorréncia de
qualquer infeccdo confirmada laboratorialmente (com ou sem sintomas), de acordo
com o guia de terminologias e conceitos malaricos proposto pela OMS (WHO,
2016b); visto que a sintomatologia clinica dos individuos ndo foi avaliada. Neste
sentido, infec¢cdes submicroscopicas implicam infeccbes malaricas de baixa
densidade (abaixo do limite de deteccdo da microscopia), conforme estabelecido no
relatorio proposto pelo Grupo de Revisdo de Evidéncia da OMS sobre infeccdes
malaricas de baixa densidade (WHO, 2017b).

Figura 5. Residéncia Yanomami tipica (shabono), da comunidade de Taibrapa-I, evidenciando a
formacéao circular e a praca central. Fonte: SANCHEZ-RIBAS, 2015.



48

Figura 6. Visdo interna do shabono da comunidade de Taibrapa-l, onde pode-se observar as
estruturas em palha e madeira, assim como a auséncia de reparticdes internas. Fonte:
SANCHEZ-RIBAS, 2015.

4.3 Coleta de sangue

As amostras de sangue foram coletadas através de puncao digital, sendo o
sangue acondicionado em FTA Card Technology (Sigma-Aldrich). Apds a coleta, o
FTA seco foi armazenado em saco plastico, envolto em papel aluminio com silica e
enviado ao Laboratério de Biologia Molecular e Imunologia da Malaria do
IRR/Fiocruz Minas, onde foi estocado (temperatura ambiente) até a extracao (item
4.5.2, Extracdo de DNA a partir de sangue em FTA). O sangue coletado em FTA
correspondeu ao excesso (20-30 microlitros), resultante da perfusdo da polpa digital
realizada para confec¢cdo de laminas destinadas ao ensaio microscopico para o

diagndstico parasitolégico de malaria.
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4.4 Diagnostico parasitolégico de malaria

As amostras de sangue coletadas foram submetidas a diagnostico
microscopico utilizando a técnica de gota espessa corada com solucdo de Giemsa,
conforme preconizado pelo Ministério da Saude (SVS/MS, 2009). As laminas foram
preparadas e examinados nas unidades de saude do PoOlo Base Marari por
microscopistas especializados, de acordo com as diretrizes instituidas pelo
Ministério da Saude do Brasil (MS). Salienta-se que os pacientes positivos para a
infeccdo maléarica foram tratados imediatamente de acordo com protocolo j& bem
estabelecido pelo MS (Guia de Tratamento da Malaria no Brasil) (SVS/MS, 2010).

4.5 Diagndstico molecular de malaria

4.5.1 Painel de controles

Todos os ensaios de PCR foram realizados na presenga de controles
positivos e negativos. Como controles negativos foram utilizadas amostras de
individuos de area livre de transmissao, sabidamente negativos para malaria. Além
disto, em cada ensaio foi utilizado um controle negativo da reacdao, isto €, todos os
reagentes na auséncia de DNA, sendo este substituido por agua para Biologia

Molecular.

Como controles positivos foram utilizadas amostras do Biorrepositorio do
Laboratorio de Biologia Molecular e Imunologia da Malaria do IRR/Fiocruz Minas: (i)
DNA de P. falciparum proveniente de isolados de referéncia mantidos em cultivo
continuo estabelecido no Laboratério de Biologia Molecular e Imunologia da Maléria;
(i) DNA de individuos sabidamente infectados por P. vivax, precisamente da regiao
de Porto Velho (RO), com parasitemias variadas, confirmadas pela microscopia 6tica
e por ensaios moleculares; (iii) DNA plasmidial de referéncia do MR4 (Banco
Internacional de Reagentes de Referéncia de Malaria-ATCC, USA), especificamente
o plasmidio MRA-179 — contendo o gene codificante da subunidade menor do RNA

ribossomal 18S (18S SSU rRNA) do P. malariae/P.brasilianum --; (iv) amostras bem
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caracterizadas de individuos infectados com P. malariae, gentilmente cedida pela

Dr2, Karin Kirchgatter (Superintendéncia de Controle de Endemias, Sao Paulo).

4.5.2 Extracao de DNA a partir de sangue em FTA

Para as amostras de sangue total seco estocado em FTA, o DNA gendémico
dos individuos foi extraido através de kit -- QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, Gentra
Systems, Minneapolis, USA) --, de acordo com instrucdes do fabricante. Ressalva-se
gue este procedimento ja demonstrou grande eficiéncia na extracdo de DNA para
este tipo de estocagem (AMARAL et al., 2019; COSTA et al., 2014; LALREMRUATA
et al., 2015).

Os circulos de FTA contendo sangue (aproximadamente 30uL de sangue)
foram cortados e colocados em microtubos (eppendorf) de 1,5mL. Posteriormente,
adicionou-se 180uL de tampéao de lise celular ao tubo, sendo este incubado a 85°C
durante 10 minutos. Em seguida, foram acrescentados 20uL de proteinase K
(20mg/ml), sendo esta mistura homogeneizada por 30 segundos em agitador
(vortex) e, imediatamente, incubada a 56°C, durante o intervalo de uma hora. Logo
apos, foram adicionados 200uL de tampao de lise, sendo os tubos posteriormente
homogeneizados por 30 segundos em agitador (vortex) e prontamente incubados a
70°C, por 10 minutos. Posteriormente, foram adicionados 200uL de etanol P.A
(Merck), sendo o produto homogeneizado. Todo o material (£ 500uL de eluato) foi
adicionado em coluna QlAamp spin (associadas ao tubo de coleta de 2mL). Os
tubos foram entdo centrifugados a 800xg, no intervalo de 1 minuto, a 25°C. Em
seguida, os recipientes contendo o filtrado foram descartados e as colunas foram
colocadas em um novo tubo de 2mL. Posteriormente, foram adicionados 500uL de
tampéo para a lavagem do DNA e o material foi centrifugado a 800xg, no decorrer
de 1 minuto, a 25°C. Assim, a coluna foi introduzida em um novo tubo de 2mL e o
tubo contendo o filtrado foi descartado. Foram adicionados 500uL de tamp&o para
uma segunda lavagem do material, sendo os tubos centrifugados a 1500xg, durante
4 minutos, a 25°C. Cada coluna foi colocada em novos microtubos do tipo eppendorf
1,5mL e os tubos contendo o filtrado foram descartados. Finalmente, foram
acrescentados 150uL de agua para fins de Biologia Molecular, a fim de eluir o
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material. Em seguida o complexo foi incubado a temperatura ambiente, por 5
minutos e centrifugado a 800xg, durante 1 minuto, a 25°C. Ao final, as colunas foram

descartadas e o DNA foi armazenado a -20°C até seu uso.

4.5.3 PCR em tempo real para amplificacdo do sistema do grupo sanguineo
ABO (ABO-gPCR)

Como forma de averiguar se as extracfes de DNA foram realizadas com
sucesso e se 0 material genético obtido foi de qualidade satisfatéria para as técnicas
moleculares, 10% das amostras de cada ensaio de extragdo foram submetidas a um
ensaio de PCR em tempo real. Esta técnica possui como alvo o gene constitutivo do
grupo sanguineo ABO. O protocolo inicialmente descrito por Olsson e colaboradores
(1998) foi modificado, visando a adaptacédo para PCR em tempo real (OLSSON et
al., 1998). Neste contexto, alterou-se a concentracao dos iniciadores, o volume final
da reacao, a temperatura de anelamento e a ciclagem, com a finalidade de otimizar

a execucao da técnica.

O ensaio incorpora iniciadores dirigidos contra sequéncias do éxon 7 do gene
constitutivo do grupo sanguineo ABO (Tabela 1). A reacdo dispbe das seguintes
condigbes: 0,5uM de cada um dos iniciadores (IDT), 5ul de SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) e 1ul de DNA, resultando em um volume final de
10ul. As reagdes foram padronizadas de acordo com as seguintes condicbes de
amplificacdo: 95°C iniciais durante 5 minutos, seguido por 40 ciclos de amplificacao,
consistindo em 95°C por 30 segundos, 68°C em um intervalo de 30 segundos e
72°C durante um minuto final. A amplificagdo foi imediatamente seguida por um
programa de dissociacao consistindo em: 95°C durante 15 segundos, 60°C por 20
segundos e 95°C ao longo de 15 segundos. Posteriormente, as curvas de
dissociacdo foram observadas através da avaliacdo da fluorescéncia por

temperatura.
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Tabela 1. Resumo dos iniciadores para a amplificacdo do gene do sistema sanguineo ABO em
ensaio de PCR em tempo real (ABO-qPCR).

Alvo Iniciadores* 5'-3' Ty °C**
516S (forward) GCTGGAGGTGCGCGCTAC .
ABO 926AS (reverse) TACTTGTTCAGGTGGCTCTCGTC 87.5-88.5°C

*QOlsson et al., 1998.
*Temperatura de melting.

4.5.4 Deteccdo das espécies de plasmodios por protocolos moleculares

baseados nareacdo em cadeia da polimerase

A Figura 7 ilustra o fluxograma geral utilizado neste estudo para o
processamento das amostras. Resumidamente, visando o controle de qualidade do
DNA total extraido em FTA, 10% das amostras recém processadas foram
amplificadas para um gene constitutivo do hospedeiro vertebrado (item 4.5.3). Neste
sentido, todas as amostras avaliadas para esta técnica amplificaram o gene alvo
(sistema sanguineo ABO), assegurando a integridade do DNA extraido (dados néo
demonstrados).

Com o objetivo de melhorar a sensibilidade da deteccédo para a infeccao
malarica, cada amostra foi submetida a pelo menos dois ensaios moleculares
visando a amplificagdo de diferentes alvos plasmodiais -- ribossomais e né&o
ribossomais --, sendo eles: (i) a regido codificadora da subunidade menor do RNA
ribossomal 18S dos plasmaédios (18S SSU rRNA) (SNOUNOU et al., 1993); e (ii) as
sequéncias Pvr47 e Pfr364, localizados em regides subteloméricas do genoma de P.
vivax e P. falciparum, respectivamente (DEMAS et al., 2011). Vale ressaltar que o
ensaio molecular baseado em alvos nao ribossomais, padronizado e validado pelo
nosso grupo de pesquisa em malaria, -- com amostras de individuos de area
endémica com malaria clinica e subclinica -- demonstrou 6timo desempenho para a
deteccado de infec¢cdes submicroscopicas e co-infec¢des por P. vivax e P. falciparum
(Anexo II).

Em caso de discordancia entre os protocolos de PCR, as amostras foram
submetidas a um ensaio molecular adicional baseado na amplificacdo ribossomal
(COSTA et al.,, 2014; SNOUNOU et al.,, 1993). Em relacdo a positividade por
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espécie, se nenhum consenso foi obtido pelos protocolos moleculares previamente
descritos, as amostras foram identificadas apenas em nivel de género
(Plasmodium). Vale ressaltar que a determinacdo das co-infec¢des foi realizada

mediante a concordancia de pelo menos dois ensaios moleculares.

As técnicas de PCR em tempo real contempladas nos itens 4.5.3 e 4.5.4.1
foram realizadas no equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Ja o ensaio descrito no item 4.5.4.2 utilizou o termociclador ViiA7 Real-
Time PCR System (Thermo Fisher Scientific); ambas as reacdes foram feitas em
placas de 96 poc¢os vedadas com selos opticos e realizadas na Plataforma de PCR

em Tempo Real do IRR/Fiocruz Minas.
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Figura 7. Fluxograma referente ao desenho experimental do estudo. As amostras coletas nas

cinco aldeias ianoméamis do P6lo Base Marari (Taibrapa | ou Il), Gasolina, Alapusi e Castanha/Ahima

foram submetidas a diagnéstico parasitolégico realizado durante o trabalho de campo. Independente

dos resultados obtidos por microscopia 6ptica, todas as amostras coletadas foram enviadas ao

Laboratério BMIM (IRR/Fiocruz Minas) e submetidas a extracdo de DNA, sendo que, em uma

amostragem de 10% de cada ensaio de extracdo foram realizados ensaios de PCR em tempo real

visando a amplificacdo do gene constitutivo do grupo sanguineo ABO (ABO-gPCR). O diagnéstico

molecular foi realizado para alvos ribossomais (R-gPCR) e néo ribossomais (NR-gPCR) dos

plasmdédios. Apenas as amostras com diagndstico espécie-especifico discordante foram submetidas a

um ensaio molecular adicional baseado em alvos ribossomais do plasmédio (Nested-PCR); apoés trés
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protocolos de PCR, aquelas amostras que continuaram discordantes em relacdo ao diagnéstico de
espécie foram identificadas apenas em nivel de género (Plasmodium).

4.5.4.1 PCR em tempo real para amplificagdo do gene 18S SSU rRNA (R-gPCR)

Uma vez realizada a extracdo do DNA gendmico das amostras previamente
coletadas e, comprovada a integridade mediante processamento molecular (item
4.5.3), todas as amostras foram submetidas a diagndstico espécie-especifico
utilizando alvos ribossomais (18S SSU rRNA) dos plasmaodios, conforme descrito por
Rougemont e colaboradores (2004), com modifica¢des (Figura 7).

Neste ensaio, as espécies de plasmodio presentes foram distinguidas via
iniciadores senso (plasmol) e anti-senso (plasmo2) conservados, associados a
sondas espécie-especificas, sendo estas vivprobe, falciprobe e malprobe, capazes
de detectar P. vivax, P. falciparum e P. malariae, respectivamente, conforme listado

na Tabela 2.

Este protocolo foi padronizado a partir do original, descrito por Rougemont e
colaboradores (2004), com otimizac¢@es visando a reducdo do volume final da reacéo
e a utilizacdo em singleplex — sendo o mix para cada espécie conduzido
separadamente --. Resumidamente, o ensaio foi direcionado em um volume final de
12,5uL, distribuidos entre 2uL de DNA e 6,25uL de TagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Byosystems), com as concentracdes dos iniciadores (IDT) e sondas
(Applied Byosystems) inicialmente estabelecidas por Rougemont e colaboradores
(2004); sendo 200nM para o par de iniciadores e 80nM para as respectivas sondas.
Para o ensaio molecular foi acertada a seguinte ciclagem: 50°C durante 2 minutos,
95°C por 10 minutos, 95°C no intervalo de 15 segundos e 60°C por 1 minuto
resultando em uma constante final de 45 ciclos. A amostra foi considerada positiva
pela identificagdo do cycle thershold (Ct), sendo 40 ciclos o limiar estabelecido para

a positividade da amostra.
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Tabela 2. Resumo dos iniciadores para amplificacdo do gene 18S SSU rRNA em ensaio de PCR
em tempo real (R-gPCR).

Alvo Iniciadores/sondas* 5-3’
. Plasmol (forward) GTTAAGGGAGTGAAGACGATCAGA
Plasmodium sp.
Plasmo2 (reverse) AACCCAAAGACTTTGATTTCTCATAA
P. vivax Viv-probe (sonda) VICAGCAATCTAAGAATAAACTCCGAAGAGAAAATTCTMGBNFQ

P. falciparum Falc-probe (sonda) FAMAGCAATCTAAAAGTCACCTCGAAAGATGACTMGBNFQ

P. malariae Mal-probe (sonda) EAMCTATCTAAAAGAAACACTCATMGBNFQ

*Rougemont et al., 2004.

4.5.4.2 PCR em tempo real para amplificacdo de alvos néo ribossomais do
plasmodio (NR-qPCR)

Conforme esquematizado na Figura 7, todas as amostras coletadas foram
submetidas a amplificacdo mediante alvos n&o ribossomais utilizando protocolo
recém padronizado por nosso grupo de pesquisa em malaria (Anexo Il). Este ensaio
se baseia em sequéncias descritas por Demas e colaboradores (2011) para a
deteccdo dos alvos Pvrd7 e Pfr364, presentes em P. vivax e P. falciparum,
respectivamente. Ressalva-se que este protocolo propfe condicdes distintas para
cada par de iniciador e sondas, sendo o resumo dos iniciadores demonstrados na
Tabela 3.

A fim de assegurar a amplificacdo do P. vivax (Pvr47) foram utilizadas as
seguintes concentragdes: 50nM (forward), 900nM (reverse) (IDT) e 250nM (sonda)
(Applied Byosystems). Ja para a amplificacdo do P. falciparum (Pfr364) empregou-
se: 900nM (forward), 300nM (reverse) (IDT) e 150nM (sonda) (Applied Byosystems)
(Tabela 3). O ensaio foi conduzido em um volume final de 10uL, sendo 2uL de DNA
e 5uL de TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Byosystems). Com relacdo a
ciclagem, os seguintes parametros foram estabelecidos: 50°C por 2 minutos, 95°C
durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 52°C no
intervalo de 1 minuto e 60°C no decorrer de 1 minuto final. A aquisicdo da
fluorescéncia foi realizada no final de cada etapa de extensédo, sendo os valores do
Ct de 37 e 38 (Ct<37 ou Ct<38), utilizados para definir positividade para P. vivax e P.



57

falciparum, respectivamente.

Tabela 3. Resumo dos iniciadores para a amplificacdo de alvos ndo ribossomais em ensaio de
PCR em tempo real (NR-qPCR).

Alvo Iniciadores/sondas* 5-3’

Pvr47 (forward) TCCGCAGCTCACAAATGTTC
P. vivax Pvr47 (reverse) ACATGGGGATTCTAAGCCAATTTA

Pvr47 (sonda) HEXTCCGCGAGGGCTGCAA

Pfr364 (forward) ACTCGCAATAACGCTGCAT

P. falciparum Pfr364 (reverse) TTCCCTGCCCAAAAACGG
Pfr364 (sonda) FAMGGTGCCGGG GGTTTCTACGC
*Anexo Il.

4.5.4.3 Nested-PCR para amplificagao do gene 18S SSU rRNA

Amostras com resultados discordantes nos diagnésticos previamente
descritos (item 4.5.4.1 e item 4.5.4.2) foram submetidas a Nested-PCR com o intuito
de assegurar um resultado consenso. A técnica, descrita por Snounou e
colaboradores (1993), disp6e de algumas modificagdes com o intuito de otimizacéo
do ensaio. Neste sentido, utilizou-se os iniciadores rPLUS e rPLU6 para a reagao
género especifica, sendo os pares de iniciadores rVIV1-rVIV2, rFAL1-rFAL2 e
rMAL1-rMAL2 posteriormente utilizados para o reconhecimento espécie-especifico

de P. vivax, P. falciparum e P. malariae, respectivamente (Tabela 4).

As concentracdes dos reagentes utilizados para as reacbes de amplificacéo
foram 0,25uM de cada iniciador (IDT), 10ul de PCR Master Mix (Promega) e 0,8ul de
amostra de DNA, totalizando 20ul de produto final. As amplificagbes foram
realizadas em termociclador PTC-100TM versao 7.0, MJ Research. As condigdes do
ensaio para a primeira reacao consistiram em: 95°C por 5 minutos, 58°C por 2
minutos e 72°C durante 2 minutos; seguida por amplificagcdo com 24 ciclos de 94°C
por 1 minuto, 58°C por 2 minutos e 72°C no decorrer de 2 minutos. Ainda uma etapa
final consistiu em 58°C por 2 minutos e 72°C ao longo de 5 minutos. Para a segunda
reagcdo, as condicdes de amplificagcdo foram mantidas, distinguindo apenas o

numero de ciclos, acrescido para um total de 29 ciclos.
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Os fragmentos obtidos foram visualizados por intermédio de eletroforese em
gel de agarose a 2% (Agargen), com adicdo de solugdo de brometo de etidio
(Invitrogen). As amostras foram misturadas em tampao de amostra Orange 5x
(Alaranjado VETEC e Ficoll Sigma) e a corrida eletroforética foi realizada em sistema
horizontal (Bio-Rad).

Tabela 4. Resumo dos iniciadores para amplificacdo do gene 18S SSU rRNA em ensaio de
Nested-PCR.

Alvo Iniciador* 5-3’ Amplicon
_ rPLUS (forward) CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC
Plasmodium sp. 1,2Kb
rPLUG (reverse) TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG

. rVIV1 (forward) CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC

P. vivax 120pb
rVIV2 (reverse) ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA
. rFALL (forward) TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT

P. falciparum 205pb
rFAL2 (reverse) ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC
. rMAL1 (forward) ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC

P. malariae 144pb
rMAL?2 (reverse) AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA

*Snounou et al., 1993.

4.5.4.4 Diagnéstico diferencial entre P. vivax e P. simium (Nested-PCR/RFLP)

A fim de diferenciar infec¢cdes decorrentes das espécies P. vivax e P. simium
(malaria de primatas ndo-humanos), todas as amostras previamente identificadas
como decorrentes da infecgéo por P. vivax foram submetidas a Nested-PCR/RFLP,
conforme protocolo recentemente descrito por Alvarenga e colaboradores (2018);

sendo os iniciadores descritos na Tabela 5.

Resumidamente, a técnica de Nested-PCR/RFLP permite a amplificacdo
género especifica de uma regido do genoma mitocondrial dos plasmaodios (Cox1). A
primeira reacdo consistiu em volume final de 20upL, contendo 0,5uM de cada
iniciador (IDT), 1puL de DNA, 0,2uL de Taq Polimerase (Invitrogen), 0,2mM de cada
deoxirribonucletideo trifosfato (dNTP’s) e 1,5mM de MgCl.. Os ensaios de PCR
foram realizados em um termociclador (Veriti 96 wells, Applied Biosystems) com os
seguintes parametros: 94°C por 2 minutos seguido por 40 ciclos a 94°C por 30

segundos, 54°C por 20 segundos e 72°C por 30 segundos, seguido por uma
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incubacdo de 72°C por 2 minutos finais. Para a segunda reacdo, 1uL do produto
primario foi utilizado como molde. Demais parametros foram mantidos, alterando-se
apenas o alvo dos iniciadores. Posteriormente, os fragmentos amplificados foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose 2% (Agargen), com adicdo de

brometo de etidio (Invitrogen) em um sistema horizontal (Bio-Rad).

Apos a amplificacéo, os produtos de PCR foram digeridos com a enzima de
restricdo HpyCHA4IIl (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) — capaz de
reconhecer um SNP caracteristico de P. simium --, gerando um perfil com dois
fragmentos distintos (118pb e 126pb). Na auséncia de digestdo do produto, apenas
um fragmento de 244pb foi visualizado — sendo este perfil caracteristico de P. vivax
—. A digestdo previamente descrita foi realizada em 10uL, contendo 0,25uL da
enzima (5U/uL), 1uL do tampéo da enzima e 5 pyL do produto da PCR. O sistema foi
incubado a 37°C por 3 horas. Toda a reacdo de digestdo, bem como a quantidade
equivalente de DNA néo digerido, foram aplicadas e visualizadas em eletroforese em
gel de agarose 3%.

Tabela 5. Resumo dos iniciadores para amplificacdo do gene mitocondrial em ensaio de
Nested-PCR/RFLP.

Alvo Iniciador* 5-3’ Amplicon
PsimOUT (forward) CAGGTGGTGTTTTAATGTTATTATCAG 5660b
. PsimIN (reverse) ATGTAAACAATCCAATAATTGCACC P
Plasmodium sp. i
PsimED (forward) ATCCTACATTTGCTGGAGATCCTA 2440b
PsimED (reverse) GCTCTTGTATCTACTTCTAAACCTGTAG P

*Alvarenga et al., 2018.

4.6 Analise dos dados

Dados demograficos, epidemioldgicos e parasitologicos foram inseridos em
um banco de dados criado com o software Epi Info™ (Atlanta, GA, USA). Para fins
estatisticos, foram consideradas as seguintes variaveis: sexo, idade, local de
residéncia (aldeia de origem), infeccdo malarica no momento da linha de base e
durante os quatro meses de acompanhamento do estudo. As proporcdes foram

comparadas usando tabelas de contingéncia 2x2 com testes qui-quadrado,
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ajustadas pela correcdo de continuidade de Yates ou teste exato de Fisher,
conforme apropriado. A forca de associacao entre as variaveis foi avaliada aqui por
meio da razdo de chances (Odds Ratio, OR). O limiar de significancia estatistica
estabelecido foi p<0,05, com intervalo de confiangca de 95% para todos os testes de
hipoteses. Todas as analises foram realizadas utilizando o GraphPad InStat, versao
3 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS
5.1 Infec¢des maléaricas nalinha de base do estudo

5.1.1 Caracteristicas demogréaficas da populacdo estudada

Na linha de base do estudo, conduzida em setembro de 2014, 707 individuos
do Po6lo Base Marari foram avaliados. A proporcdo entre homens e mulheres foi
similar na comunidade, que se caracterizou por uma populagédo predominantemente
jovem, com mediana de idade de 14 anos (IQR 6-33 anos). Apesar disto, houve uma
grande variacdo entre a idade minima e a maxima, que foi de 1 (um) a 79 anos
(Tabela 6). Embora o niumero de habitantes por aldeia tenha variado (122 a 214), o
perfil com predominancia de jovens de ambos os sexos se manteve em todas as

aldeias estudadas (Tabela 6).

Tabela 6. Dados demograficos da linha de base do estudo (setembro/2014), em fun¢do da

aldeia estudada, P6lo Base Marari, Amazonas, Brasil.

Aldeias
Taibrapa-lI* Gasolina  Alapusi  Castanha/Ahima**  Total

(n=197) (n=174) (n=122) (n=214) (n=707)
Sexo
Masculino:Feminino 1:1.05 1:0.74 1:0.79 1:1.39 11
Idade (anos)
Mediana (IQR) 15 (6-35) 12 (5-30) 13 (6.25-31) 15 (8.33-25) 14 (6-33)
Variacéo 1-76 1-69 1-76 1-79 1-79

IQR, intervalo interquartil.
*Na linha de base do estudo, os habitantes de Taibrapa estavam temporariamente na residéncia

alternativa intitulada Taibrapa-II.
**Sede do Po6lo Base Marari (Marari Health Unit).

5.1.2 Infec¢gdes maléricas microscopicas e submicroscopicas

Visando aumentar a sensibilidade na detec¢do de possiveis infeccbes mistas
e com baixas parasitemias, as amostras foram submetidas a protocolos moleculares
baseados em diferentes alvos plasmodiais -- ribossomais e nao ribossomais —

(Figura 7).
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A frequéncia de infeccOes malaricas detectadas pelo diagndstico
parasitologico — método de referéncia — na linha de base do estudo, foi de 1.55% (11
de 707), variando de 0.46 a 2.3% entre as aldeias (Tabela 7). Considerando a
deteccao por protocolos moleculares, a propor¢cao de positivos foi significativamente
maior (42 de 707; 5.95%), o que correspondeu a um aumento na prevaléncia de
cerca de quatro vezes. Observou-se diferencas estatisticamente significativas entre
as aldeias (teste exato de Fisher, p<0.05), indicando que a malaria ndo é
homogeneamente distribuida na &rea de estudo; de fato, a positividade variou de
1.4% (Castanha/Ahima) a 12.2% (Taibrapa-ll) (Tabela 7). De relevancia, os
protocolos moleculares detectaram grande parte das amostras previamente
identificadas pela gota espessa (com excecdo de 1 amostra na aldeia de Gasolina,

detectada apenas pelo método parasitolégico).

Tabela 7. Prevaléncia de malaria na linha de base do estudo (setembro/2014), em func¢ado da

aldeia estudada, P6lo Base Marari, Amazonas, Brasil.

Aldeias

Taibrapa-1I*  Gasolina Alapusi Castanha/Ahima** Total

(n=197) (n=174) (n=122) (n=214) (n=707)
Positivos (%)
Gota espessa*** 4 (2.0) 4 (2.3) 2 (1.6) 1 (0.46) 11 (1.55)¢
Protocolos de PCR 24 (12.2) 11 (6.3) 4 (3.3) 3(1.4) 42 (5.95)%
Total 24 (12.2)2 12 (6.9)%¢ 4 (3.3)kc 3 (1.4)P 43 (6.1)

PCR = reac¢do em cadeia da polimerase.

*Na linha de base do estudo, os habitantes de Taibrapa estavam temporariamente na residéncia
alternativa intitulada Taibrapa-II.

**Sede do Polo Base Marari (Marari Health Unit).

***N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre a positividade referente ao
diagnéstico parasitologico (Teste Qui-quadrado, p=0.4614).

S£Diferentes simbolos indicam diferencas estatisticamente significativas entre a gota espessa e 0s
protocolos de PCR (Teste exato de Fisher, p<0.05).

abcDiferentes letras indicam diferencas estatisticamente significativas na positividade entre as aldeias
(Teste exato de Fisher, p<0.05).
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Neste sentido, a probabilidade de se adquirir malaria foi estatisticamente
maior em Taibrapa-ll (OR=9.8, IC 95% 3.05-31.11, p<0,0001) e Gasolina (OR=5.2,
IC 95% 1.64-17.49, p=0.0068), quando comparadas com Castanha/Ahima, a aldeia
com a menor frequéncia de casos, sendo, portanto, utilizada como referéncia. Nao
foi encontrada diferenca estatisticamente significativa para a aldeia de Alapusi
(OR=2.4, IC 95% 0.63-9.56, p=0.2608) (Figura 8).

OR
Taibrapa-Il -+ ————e—— 9.8 (3.05-31.11) p<0.0001
["7]
8
% Gasolina - F———e— 5.2 (1.64-17.49) p=0.0068
<
Alapusi A l » { 2.4 (0.63-9.56) p=0.2608
0.1 1 10 100

Castanha/Ahima

Infecgd@o malarica

Odds ratio (IC 95%)
(log')
Figura 8. Chances de risco (Odds Ratio, OR) para a infecgdo malarica por aldeia ianoméami na
linha de base do estudo, setembro/2014. Para o célculo do risco relativo a aldeia com menor
namero de infecgbes maléaricas foi considerada como referéncia (Castanha/Ahima, OR=1). No
recrutamento inicial, os habitantes de Taibrapa estavam localizados em sua residéncia alternativa
intitulada Taibrapa-1l. O OR bruto foi obtido usando tabelas de contingéncia 2x2 com intervalo de
confianca de 95% (IC), p<0,05. A infeccao maléarica foi confirmada por gota espessa e/ou ensaios

moleculares.

Os dados demonstraram, ainda, que a idade foi um fator determinante no
diagndstico parasitologico da populacdo estudada. De fato, a prevaléncia de malaria
microscoépica diminuiu em funcdo da idade, sendo positiva apenas em criangas e
adolescentes (0-15 anos) (Figura 9). Por outro lado, os ensaios moleculares foram
capazes de detectar infecgbes malaricas em todos os grupos etarios (<5 até >51

anos) (Figura 9).
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Figura 9. Infeccdo maléarica detectada por diagndstico parasitolégico convencional (gota
espessa) e diagnostico molecular (protocolos de PCR), estratificada de acordo com a faixa
etaria (anos), nalinha de base do estudo, setembro/2014.

Independente do método de detecgéo, a prevaléncia de maléaria foi similar
entre 0s sexos (masculino e feminino), ndo havendo diferencas estatisticamente

significativas na comparacdo entre grupos etérios (teste exato de Fisher, p>0.05)
(Figura 10).

Masculino n Idade n Feminino
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41-50
31-40
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= PCR
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Figura 10. Prevaléncia de malaria de acordo com o sexo (masculino e feminino) em funcéo da
faixa etéria (anos), na linha de base do estudo, setembro/2014. Casos de malaria foram definidos
pela positividade mediante diagnéstico parasitoldgico convencional (gota espessa) e por diagndstico

molecular (protocolos de PCR). O ndmero (n) de individuos em cada faixa etéaria foi representado nas
respectivas barras.
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Na linha de base do estudo, uma proporcao similar de infeccées por P. vivax
(35%) e P. malariae (33%) foi obtida, seguida de P. falciparum (16%) e co-infeccbes
(9%) (Tabela 8). De relevancia, as infeccdes decorrentes do P. malariae foram
praticamente restritas a aldeia Taibrapa-ll (12 de 14), sugerindo uma transmissao

localizada na area.

Dentre as 43 infec¢Oes identificadas, quatro foram resultantes de co-infecgbes
— duas por P. vivax/P. malariae e duas por P. falciparum/P. malariae —, o0 que
demonstra a prevaléncia do P. malariae em simpatria com outras espécies de
plasmodios. Em trés amostras PCR-positivas, as inconsisténcias no diagnostico
espécie-especifico permitiram que as amostras fossem classificadas como positivas
apenas em nivel de género (Plasmodium) (Tabela 8).

Tabela 8. Dados referentes a positividade espécie-especifica das amostras coletadas na linha
de base do estudo (setembro/2014), em funcédo da aldeia estudada, Pdlo Base Marari,

Amazonas, Brasil.

Aldeias

Taibrapa-lI*  Gasolina Alapusi Castanha/Ahima** Total

(n=24) (n=12) (n=4) (n=3) (n=43)
P. vivax 4(16.7) 6 (50.0) 3 (75.0) 2 (66.7) 15 (34.9)
P. malariae 12 (50.0) 1(8.3) 0 1 (33.3) 14 (32.5)
P. falciparum 3(12.5) 3(25.0) 1(25.0) 0 7 (16.3)
Plasmodium*** 2(8.3) 1(8.3) 0 0 3(7.0)
Co-infeccbes**** 3(12.5) 1(8.3) 0 0 4 (9.3)

*Na linha de base do estudo, os habitantes de Taibrapa estavam temporariamente na residéncia
alternativa intitulada Taibrapa-II.

**Sede do P6lo Base Marari (Marari Health Unit).

***Positividade apenas para género (sem consenso na identificacdo especifica).

P _vivax/P. malariae (n=2), P. falciparum/P. malariae (n=2).

5.2 Dinamica espacial e temporal da prevaléncia de malaria na area de estudo

Visto que a maioria das infecgBes malaricas entre as comunidades ianomamis
foram submicroscoépicas, avaliou-se a dinamica das infec¢cdes dentro de um curto
intervalo de tempo (2 e 4 meses apos a linha de base do estudo) (Figura 4). Durante
estes cortes-transversais sucessivos, 0s habitantes de Taibrapa se localizavam em
uma aldeia alternativa dentro do POlo Base Marari (Taipraba-ll para Taibrapa-I)
(Figura 3).
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Conforme ilustrado na Figura 11, o numero de infeccdes malaricas variou
espacial e temporalmente durante o periodo de acompanhamento do estudo. Mais
especificamente, durante o segundo corte-transversal, 0 nimero de casos diminuiu
significativamente em relagdo a linha de base, sendo seguido por posterior
aumento. Considerando a variacao intra-aldeias, pode-se observar que, ao longo do
estudo, houve uma diminuicdo significativa de casos em Taibrapa (~12% para 4%),
acompanhado por um aumento no numero de ocorréncias em Alapusi (~3% para
15%) (Figura 11). Estes resultados foram independentes dos niveis de parasitos
circulantes (gota espessa e PCR). Ja com relacdo a prevaléncia de infeccbes
microscopicas ao longo do periodo de acompanhamento do estudo, ocorreu
variacdo de 0.7 a 2%, enquanto a positividade por ensaios moleculares (PCR) se
manteve entre 3.6 e 8.7% (Figura 11).
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Linha de base

C/Ah G C/Ah G C/Ah

Frequéncia, (95% IC) Al

Gotaespessa 1.5 (0.9-2.8)ab 0.7 (0.3-1.5)2 2.0 (1.3-3.2)b

PCR 5.9 (4.4-7.9)2 3.6 (2.5-5.1)° 8.7 (6.9-10.7)° PCR

Total 6.1(4.5-8.1)2 3.7(2.6-5.2)° 9.7 (7.9-11.8) Il Gota espessa

Figura 11. Gréaficos de radar ilustrando a prevaléncia de maléaria por aldeia durante o periodo de quatro meses de acompanhamento do estudo.
Trés cortes transversais foram realizados conforme descrito na legenda da Figura 4 (linha de base, 2 e 4 meses apos o inicio do estudo). Em cada grafico, os
dados foram esquematizados de acordo com a porcentagem de individuos positivos por diagndstico parasitolégico convencional (gota espessa) ou ensaios
moleculares (PCR). As aldeias ianomamis foram representadas como Taibrapa (T-1 ou T-1l, de acordo com a residéncia ocupada durante o periodo da
coleta), Gasolina (G), Alapusi (Al) e Castanha/Ahima (C/Ah). A porcentagem geral de individuos positivos e seus intervalos de confianca de 95% para cada
corte foram demonstrados abaixo de seus respectivos graficos, com diferentes letras (2°) indicando diferencas estatisticamente significativas entre os

intervalos de coleta (Teste exato de Fisher, p<0,05).
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Embora a prevaléncia de maléaria tenha variado entre as aldeias, todos os
cortes transversais foram caracterizados por predominio de infeccbes
submicroscopicas, identificadas, apenas, por ensaios moleculares (Figura 12). De
fato, a proporcao entre as infecgBes submicroscopicas para microscopicas variou de

trés a quatro vezes durante os cortes transversais avaliados.

104 Submicroscopica
1 I Microscopica
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Linha de base 2-meses 4-meses

Figura 12. Prevaléncia de infeccdo malarica submicroscépica e microscoépica, de acordo com o
corte transversal (linha de base, 2 e 4 meses apdés o inicio do estudo). As infec¢des
submicroscopicas foram determinadas por protocolos moleculares e as infec¢des microscépicas por

diagndstico parasitolégico convencional (gota espessa).

A prevaléncia das trés espécies de plasmodios detectadas no estudo (P.
vivax, P. malariae e P. falciparum) variaram durante o periodo de acompanhamento
(Figura 13 e Figura 14). Embora a frequéncia de P. vivax (35%) e P. malariae (33%)
tenha sido semelhante durante o primeiro corte-transversal, as infec¢cées por P.
vivax predominaram durante a segunda (66%) e terceira (69%) coleta (Figura 13).
Uma diminuicdo na prevaléncia das infec¢cdes por P. malariae no segundo momento
do estudo — que ocorreu, concomitantemente, com a migragcédo dos residentes de
Taibrapa para sua residéncia alternativa (Taibrapa-l) — resultou, temporariamente,
em um aumento na proporc¢ao de infeccdes por P. falciparum (22%) em comparacao

com infec¢des decorrentes da presenca do P. malariae (7%) (Figura 13).
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Figura 13. Prevaléncia de infeccdo malarica de acordo com as espécies de plasmédios (P.

vivax, P. falciparum, P. malariae e infecces mistas), durante todo o periodo do estudo (linha

de base, 2 e 4 meses apas o inicio do estudo).

Ao longo do estudo, a positividade microscépica mediante diagnostico

parasitolégico a partir de gota espessa, continuou restrita a criancas e adolescentes

(0-15 anos), enquanto os ensaios moleculares detectaram individuos positivos em

todas as faixas etarias (Figura 14). Na area estudada, a positividade por espécie ao

longo do tempo confirmou a deteccdo exclusiva do P. malariae por protocolos

moleculares.
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Figura 14. Positividade espécie-especifica a maléaria, estratificada de acordo com a faixa etéria

(anos), durante todo o periodo do estudo (linha de base, 2 e 4 meses apos o inicio do estudo).

As infec¢des mediante P. vivax, P. falciparum e P. malariae foram determinadas por gota espessa
e/ou protocolos de PCR.

5.3 Investigacéao da circulagdo potencial de P. simium

Considerando que as amplificagbes de alvos ribossomais e ndo ribossomais
dos plasmodios por ensaios moleculares ndo permitem diferenciar infeccdes
humanas causadas pelo P. vivax daquelas causadas pelo P. simium, fez-se
necessario utilizar um protocolo molecular adicional. Para tal, todas as amostras
positivas para o P. vivax foram submetidas ao ensaio de Nested-PCR/RFLP descrito

por Alvarenga e colaboradores (2018) (item 4.5.4.4), que visa a diferenciacao
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genética entre estas espécies a partir do reconhecimento de polimorfismos de base
anica (SNPs) do genoma mitocondrial destes parasitos, (3535, T> C).

Como ilustrado na Figura 15, o controle positivo de P. vivax (Pv) nao foi
digerido pela enzima de restricdo especifica para o SNP de P. simium (HpyCHA4lIl), o
que resultou em um fragmento Unico de cerca de 244pb. Por outro lado, apos
tratamento enzimatico, a amostra controle de P. simium (Ps) resultou em dois
fragmentos de tamanhos aproximados (118 e 126pb) — os quais se sobrepdem no
gel de agarose 3% — Em conjunto, os resultados demonstraram que todas as
amostras de P. vivax processadas ndo apresentaram o SNP caracteristico de P.
simium, ndo sendo, portanto digeridas pela enzima de restricdo. A Figura 15
exemplifica uma amostragem de 16 amostras de P .vivax, com a banda esperada de
244pb.

244pb

126pb
118pb

Figura 15. Gel de agarose ilustrando as bandas correspondentes ao P. vivax (244pb) e P.
simium (118/126pb), obtidas por Nested-PCR/RFLP apés digestdo com enzima de restricao
HpyCH4lll. As amostras previamente positivas para o P. vivax (1 a 16) foram aplicadas no gel de
agarose 3%, conforme demonstrado, sendo o produto digerido (D) aplicado juntamente com o
produto ndo digerido (ND) para cada uma das respectivas amostras, sendo (M) o marcador de peso
molecular (1Kb). Como controles positivos foram utilizadas amostras de P. simium (Ps; com um perfil
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de digestdo de 118pb e 126pb, com bandas sobrepostas) e P. vivax (Pv; com perfil ndo digerido,
correspondendo a banda Unica de 244pb). Como controle negativo foram utilizados todos os
reagentes na auséncia de DNA. As setas indicam a presenca de bandas, embora de intensidade mais
baixa.

5.4 Flutuagao temporal da positividade nos individuos avaliados

O préximo passo foi avaliar a persisténcia das infec¢cdes maléricas, bem como
as variacdes nos niveis dos parasitos circulantes, nos individuos estudados (Figura
16). Entre os 859 individuos com amostras consecutivas, 143 (16.6%) foram
positivos para a malaria em algum momento do estudo. Dentre estes, apenas 12
(8.4%) — criangas com mediana de idade de 3 anos — mantiveram infec¢@o malérica
detectavel em amostras adicionais (Figura 16A), sendo a maioria das infeccbes

identificadas apenas por protocolos moleculares.

Em relacdo aos individuos que obtiveram apenas uma amostra positiva nos
diferentes meses de acompanhamento do estudo: 35 (24,5%) foram identificados na
linha de base do estudo, 22 (15.4%) no segundo corte transversal e 74 (51.7%) no
terceiro momento (Figura 16B-D). A mediana de idade dos individuos com uma
Unica amostra positiva variou de 9 a 11 anos, ndo havendo diferencas
estatisticamente significativas entre estes grupos e o de criangas que obtiveram

amostras positivas consecutivas (3 vs 9-11 anos; teste de Kruskal-Wallis p>0.05).
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apresentaram positividade para malaria em algum momento do estudo. Os individuos foram
agrupados de acordo com o perfil de positividade para malaria em cada um dos trés cortes
transversais (colunas I, Il e lll, respectivamente), sendo: (A) individuos positivos em pelo menos dois
cortes transversais (n=12); (B) individuos positivos apenas na linha de base (I; n=35); (C) no segundo
corte transversal (ll, n=22) ou (D) no terceiro corte transversal (Ill; n=74). A positividade por espécie
foi representada por diferentes cores, conforme indicado na legenda: P. vivax (Pv) azul claro; P.
falciparum (Pf) azul escuro; P. malariae (Pm) laranja; e co-infeccdes em cores variando do laranja
claro ao cinza. O ponto (¢) dentro de cada quadrado indica positividade tanto por gota espessa
quanto por PCR, enquanto os asteriscos (*) indicam positividade somente por gota espessa. Os
individuos foram codificados (#) sendo as varidveis demogréficas (idade, sexo) e epidemiolégicas
(aldeia, Taibrapa (T I/ll), Gasolina (G), Castanha/Ahima (C/Ah) e Alapusi (Al)), incluidas na figura.
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6. DISCUSSAO

No Brasil, 0 nUmero de casos de malaria voltou a aumentar nos ultimos anos,
colocando em risco populacdes vulneraveis, como € o caso das comunidades
indigenas da Amazénia Brasileira (LEANDRO-REGUILLO et al., 2015; MONDOLFI
et al., 2019). Nestas areas, a invasao crescente de garimpeiros e madeireiros em
terras demarcadas representa um alto risco para a saude das comunidades locais,
uma vez que influencia, diretamente: (i) na transmissdo de doencas infecciosas
como a malaria (GRENFELL et al., 2008; MATO, 1998; SHANKS, 2016), HIV/AIDS
(BONALUME, 1991), sifilis (RUSSELL et al., 2019) e tuberculose (PITHAN et al.,
1991); (ii) na contaminacéo da agua e do solo com metal pesado (MONDOLFI et al.,
2019; VEGA et al., 2018); e (ii) na sustentabilidade ambiental e alimentar das
populacdes nativas (WALKER et al., 2020). Estes fatores, associados ao acesso
limitado em &reas remotas da floresta Amazonica, representam um grande desafio
para as estratégias de controle e vigilancia da malaria. Além disso, a desigualdade
de acesso aos poucos servicos locais de saude tem resultado na subnotificacdo de

morbidade e mortalilidade por malaria na regido (GRENFELL et al., 2008).

No contexto de eliminacdo da malaria em grupos vulneraveis, ressalta-se a
importancia da deteccdo de individuos com baixas parasitemias que nao Ssao
identificados no diagnéstico de rotina (ALVES et al., 2005). Embora ndo exista um
consenso sobre a contribuicdo das infeccBes submicroscopicas para a manutencao
da transmissdo da maléria, descobertas recentes indicam que tais infec¢cées podem:
(i) contribuir, consideravelmente, para os reservatérios infecciosos; (ii) ser de longa
duracdo, se mantendo durante periodos consideraveis; e (iii) exigir diagnoéstico
sensivel em areas com niveis baixos de transmissdo (ALMEIDA et al., 2018;
SLATER et al.,, 2019). Em suma, faz-se necessario identificar individuos que
integram este cenario, a fim de interromper o ciclo de transmissao e mensurar a real

prevaléncia da doenga nas areas sobre vigilancia epidemiolégica.

Com o objetivo de identificar infecgcbes malaricas com baixas densidades
parasitarias na populacéo estudada, o presente estudo utilizou diferentes protocolos
moleculares, incluindo aqueles baseados na detecgdo de alvos ribossomais dos
plasmodios (18S SSU rRNA) (SNOUNOU et al.,, 1993) e alvos multi-copias
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baseados em sequéncias nao ribossomais do P. vivax e do P. falciparum (DEMAS et
al., 2011).

6.1 Prevaléncia de malaria nas aldeias ianomamis

Os resultados aqui demonstrados permitiram comprovar a baixa sensibilidade
do exame parasitologico de rotina — gota espessa corada com Giemsa — na area
estudada. Atualmente, ja existe um consenso acerca das limitagdes do método
parasitoléogico convencional, particularmente, em populacdes com baixas
parasitemias (HANSCHEID, 2003; PROUX et al.,, 2011). De fato, os resultados
demonstram que, na linha de base do estudo, enquanto a gota espessa identificou
uma positividade de 1.5%, a frequéncia de positivos pelos protocolos moleculares foi
de cerca de 6%, o0 que correspondeu a um aumento de quatro vezes na prevaléncia
da infeccao. De relevancia, o diagnéstico parasitoldgico nao identificou nenhum caso
de P. malariae nas amostras estudadas, sendo que as infeccfes submicroscépicas
por este parasito foram encontradas em frequéncias significativas em todos o0s

meses de acompanhamento do estudo.

O presente trabalho envolveu busca ativa de casos de malaria, isto é, a
pesquisa por parasitos circulantes e DNA plasmodial foi realizada em toda a
populacao estudada independente da presenca de sintomas relacionados a doenca;
isto permitiu identificar um numero significativo de infec¢gdes submicroscopicas. De
fato, durante os quatro meses de acompanhamento do estudo, enquanto o
diagnéstico parasitolégico identificou taxas de positividade variando de 0.7%
(novembro/2014) a 2.0% (janeiro/2015), os protocolos moleculares foram capazes
de identificar taxas que variaram de 3.6% (novembro/2014) a 8.65% (janeiro/2015).
Isto refor¢ca a importancia de se empregar métodos de diagndésticos mais sensiveis

em populacdes nativas caracterizadas por baixas densidades parasitarias.

A partir dos dados demonstrados foi possivel constatar que nas comunidades
indigenas semi-isoladas do Polo Base Marari, aproximadamente, 75 a 80% de todas
as infeccbes malaricas foram submicroscépicas, com a proporcdo de infeccbes

submicroscoépicas para microscépicas permanecendo estavel ao longo dos cortes
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transversais. Os poucos dados disponiveis sobre a prevaléncia de infeccbes
malaricas entre comunidades indigenas da Amazobnia relatam altas taxas de
infeccdes submicroscépicas, particularmente, na Venezuela, para a qual a maioria
dos dados hoje encontram-se disponiveis (LALREMRUATA et al., 2015; LASERSON
et al,, 1999; MARCANO et al.,, 2004; METZGER et al., 2008; METZGER et al.,
2009).

A prevaléncia de malaria diferiu consideravelmente entre as aldeias do Pélo
Base Marari (Taibrapa I/ll, Gasolina, Alapusi e Castanha/Ahima), sugerindo
heterogeneidade local na transmissdo da malaria. Além disto, o nimero de casos
dentro de uma mesma aldeia variou ao longo do tempo. E possivel que esta
variacao na prevaléncia da malaria intra e inter-aldeia seja consequéncia da grande
variabilidade nos habitats naturais de criagdo de mosquitos anofelinos. Em um
trabalho anterior, conduzido por colaboradores deste estudo (Dr. Jordi Sanchez-
Ribas, IOC/Fiocruz Rio), uma grande variedade de microhabitats larvais foi descrita
e caracterizada nestas comunidades ianomamis, incluindo: (i) criadores associados
a lagos conectados a rios locais; (ii) “piscinas” temporarias formadas a partir da agua
de chuva e areas inundadas; (iii) corregos; e (iv) pequenos riachos e rios
(SANCHEZ-RIBAS et al., 2015). Como consequéncia, diferentes habitats larvais,
com caracteristicas intrinsecas distintas, podem resultar em alta heterogeneidade na
densidade larval e nas espécies de Anopheles circulantes nas comunidades
(SANCHEZ-RIBAS et al., 2017). Além disso, os héabitos semindmades dos
ianomamis fazem com que eles sejam expostos a diferentes tipos de criadouros ao
longo do ano. Este foi o caso, por exemplo, dos habitantes de Taibrapa que durante
o0 estudo migraram para uma residéncia alternativa localizada ha cerca de 15
quildmetros da aldeia original (de Taibrapa-Il para Taibrapa-I). Como consequéncia,
em um curto intervalo de tempo (2 meses entre a 12 e a 22 coleta), foi possivel
detectar uma diminuicdo significativa na incidéncia de malaria entre os habitantes de
Taibrapa. Estes achados podem contribuir para orientar e implementar medidas de
vigilancia e controle na regido; uma vez que indicam a necessidade de conhecer a
transmissao da doenga em microrregides, levando-se em consideragao as variagoes

temporais.
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6.1.1 Fatores demogréficos influenciando na positividade malarica

Com relacéo a positividade de infecgdes malaricas de acordo com o sexo,
observou-se uma prevaléncia semelhante de infecgdes entre homens e mulheres.
Este resultado n&o foi completamente inesperado, uma vez que nestas aldeias
lanomanis — nas quais a transmissdo predomina no peridomicilio —, os habitos
socioculturais e o comportamento semindmade dos grupos familiares podem resultar
em niveis de exposicdo semelhante para ambos os sexos (LASERSON et al., 1994,
LASERSON et al., 1999). Em indigenas semi-isolados, ja foi demonstrado que as
atividades culturais realizadas em familia, nas proximidades de suas habitacdes,
como € o caso, por exemplo, da pratica do banho, podem facilitar a exposicdo ao
mosquito vetor (SA et al., 2005). Além disso, o tipo de habitacdo dos ianomamis
facilita a exposicdo similar entre homens e mulheres. Mais especificamente, 0s
habitantes de cada aldeia residem em casas comunitarias (shabonos, com
aproximadamente 200 pessoas), temporarias e sem divisdes internas, construidas
em clareiras na floresta. Assim, a exposicdo ao mosquito vetor parece ser

igualmente favorecida para todos os habitantes.

Os dados demonstraram, ainda, que na populacdo estudada a idade do
individuo foi um fator determinante na positividade pelo exame parasitologico
convencional. De fato, o numero de casos detectados pela gota espessa diminuiu
em funcdo da idade. Esta correlacdo inversa entre o exame parasitolégico e o
aumento da idade foi observada durante todos os meses de acompanhamento do
estudo. Sendo assim, o método parasitolégico convencional foi capaz de
diagnosticar malaria, exclusivamente, em criangas e adolescentes (<16 anos).
Considerando-se que o diagnostico parasitologico convencional — pela sua baixa
sensibilidade — identifica, preferencialmente, as altas parasitemias (PAYNE, 1988),
pode-se assumir que, em comunidades indigenas Amazodnicas, as criancas e
adolescentes sdo mais susceptiveis a infeccdo malarica. Embora o estudo néo tenha
sido delineado para investigar morbidade da malaria na populacao, estes achados
sdo consistentes com trabalhos anteriores que relatam casos graves de malaria em
comunidades ianomamis, geralmente, associados a criangas menores de 10 anos
(MARCANO et al., 2004). Neste sentido, estudos atuais sobre o estado de saude

das populacbes indigenas na América Latina tém confirmado um cenario
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desfavoravel para criancas e adolescentes, com elevado grau de morbidade e
mortalidade por doencas infecciosas e parasitarias (TAVARES & FERREIRA, 2019).
Por outro lado, o predominio de infec¢des de baixas cargas parasitarias em adultos
(positividade apenas por protocolos moleculares), sugerem uma imunidade
naturalmente aquirida. De fato, ja esta bem estabelecido que a exposi¢cdo sucessiva
e continua a malaria em areas endémicas pode resultar em infecgdes com baixas
cargas parasitarias e, geralmente, assintomaticas (FARNERT et al., 2015;
MARCANO et al., 2004; MARSH & KINYANJUI, 2006). Assim, os dados aqui
apresentados estdo de acordo com aqueles conduzidos em populacdes
constantemente expostas a malaria, onde as maiores parasitemias ocorrem nas
faixas etarias mais jovens (COURA et al., 2006; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

Apesar dos dados aqui apresentados sugerirem imunidade adquirida na
populacao estudada, limitacbes do desenho experimental ndo permitiram investigar
sintomas clinicos associados as infec¢cdes malaricas. Apesar disto, dados de
resposta de anticorpos contra antigenos de formas sanguineas dos parasitos,
particularmente, contra o P. vivax, sugerem imunidade adquirida. Mais
especificamente, a resposta de anticorpos IgG contra diferentes antigenos de P.
vivax (PvDBPII Sal-1 e DEKnull2) aumentou em funcéo da idade (Anexo IIl). Embora
esta resposta de anticorpos “per se” ndo indique protecéao clinica, pode-se especular
gue individuos com baixas parasitemias e altos titulos de anticorpos, contra maltiplos

antigenos do parasito, possam estar assintomaticos.

6.1.2 Espécies de plasmaddios circulantes na area de estudo

O estudo de base populacional com cortes transversais consecutivos
confirmou o P. vivax como a espécie predominante na area de estudo, tanto nas
infeccbes microscopicas quanto em submicroscopicas. Devido as peculiaridades
biolégicas desta espécie, que inclui formas latentes no figado (hipnozoitos), o P.
vivax pode ser capaz de persistir nas populacdes expostas e ser reativado apos
periodos variaveis de tempo (KROTOSKI, 1989; KROTOSKI, 1985). Aléem disso, as
tentativas de cura radical com primaquina — antimalarico utilizado para eliminar os

hipnozoitos — apresentam limitagdes nestas comunidades. Isto porque o tratamento
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com primaquina requer, no minimo, sete dias de tratamento consecutivo, sendo
frequente o abandono em populacbes isoladas. Portanto, os resultados aqui
apresentados sao consistentes com a predominéncia histérica desta espécie de
plasmoédio em tribos indigenas (GRENFELL et al., 2008; LASERSON et al., 1999;
MARCANO et al., 2004).

Considerando, ainda, a possibilidade de co-circulacdo de espécies de
plasmoédios consideradas “P. vivax-like” na area estudada, fez-se necessério
diferenciar as infeccbes por P. vivax daquelas possivelmente decorrentes da
presenca do P. simium. Embora o P. simium — parasito comumente encontrado em
primatas ndo humanos do Novo mundo e geneticamente similar ao P. vivax — tenha
sido, frequentemente, reportado em areas de Mata Atlantica, a infeccdo por este
parasito nunca foi investigada em areas ianomamis da Amazonia Brasileira. Assim,
todas as amostras positivas para o P. vivax foram submetidas a ensaio molecular
capaz de diferenciar as duas espécies — P. vivax e P. simium — (DE ALVARENGA et
al., 2018). Neste sentido, os resultados aqui obtidos excluiram a possibilidade de
infeccdo por P. simium nos individuos estudados, confirmando que a circulagcéo
desta espécie esta, possivelmente, restrita & Mata Atlantica (ARAUJO et al., 2013;
DE ALVARENGA et al., 2018; DEANE, 1992; FIGUEIREDO et al., 2017).

Em relacdo ao P. malariae, os protocolos moleculares confirmaram que esta
espécie é prevalente na area de estudo, embora a sua frequéncia tenha variado
entre as aldeias e, também, ao longo da coorte. Estes achados sdo consistentes
com outros estudos que investigaram infeccdes malaricas em territorios indigenas
ianomamis e relataram a circulacdo do P. malariae em populagbes isoladas,
particularmente, na Amazbnia Venezuelana (LALREMRUATA et al., 2015;
MARCANO et al., 2004; METZGER et al., 2008).

Os resultados confirmam, ainda, que o diagndstico parasitolégico €
inadequado para identificar o P. malariae, principalmente, em areas onde sua
prevaléncia possa estar elevada, como é o caso de areas indigenas onde criancas e
adultos podem permanecer infectados por periodos indeterminados. Isto porque o
exame de gota espessa corada com Giemsa ndo permite diferenciar
morfologicamente o P. malariae do P. vivax, dificultando o diagndstico especifico
(RECHT et al., 2017).
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O Plasmodium malariae € uma espécie comumente descrita em simpatria
com outras espécies de plasmodios (MUELLER et al.,, 2007). Apesar disso, no
presente estudo as co-infecgbes ocorreram em baixas frequéncias. Entretanto, a
maioria das infec¢des detectas foram em associagdo com o P. malariae (5 de 6). A
ocorréncia de infeccbes humanas por P. malariae, em areas isoladas e remotas da
floresta Amazodnica, é consistente com a perspectiva de que o0s primatas nao
humanos atuam como reservatorios da infeccdo malarica nestas regibes (DE
ARRUDA et al., 1989; ARAUJO et al., 2013; COLLINS & JEFFERY, 2007). De fato,
a diversidade genética descrita no Brasil entre o P. malariae e o P. brasilianum em
hospedeiros humanos, primatas ndo humanos e nos mosquitos vetores
(GUIMARAES et al., 2012), reforca a teoria de manutencdo de uma Gnica espécie
circulante (LALREMRUATA et al., 2015); de interesse, a maior diversidade genética
do P. brasilianum quando comparado ao P. malariae sugere uma transferéncia
recente de hospedeiros, provavelmente, no sentido dos simios para os homens
(GUIMARAES et al., 2015). Nestas tribos indigenas, os humanos e os simios estéo
em contato estreito, ja que estes animais sdo mantidos como animais de estimacédo
nas aldeias. Nestas circunstancias, tem sido proposto que na América Latina esses
parasitos sdo capazes de circular livremente entre os diferentes hospedeiros

(primatas humanos e ndo humanos).

As peculiaridades biolégicas do P. malariae, como a capacidade de persistir
no homem por logos periodos de tempo, representam um desafio para as medidas
de controle. Isto porque, a transmissdo transfusional de P. malariae a partir de
doadores assintomaticos tém sido frequente (ALHO et al., 2017; BROUWER et al.,
2013; MARTIN-DAVILA et al., 2018), incluindo casos fatais (KIRCHGATTER et al.,
2005). Alem disso, como o P. malariae pode estar associado a complicacdes renais,
incluindo lesédo renal aguda e glomerulopatias (DA SILVA JUNIOR et al., 2017), os
achados aqui encontrados indicam que os efeitos da infeccdo de longa duracéo por
esta espécie em tribos indigenas da Amazbdnia devem ser sistematicamente
investigados. Assim, considera-se que a infec¢cdo por P. malariae representa uma
importante area para futuros estudos, particularmente, visando entender o potencial

patogénico das infeccdes crdnicas em criangcas ianomamis.

Embora o P. falciparum tenha sido menos prevalente do que o P. malariae na

area estudada, os resultados apontam para a presenca deste parasito em todas as
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aldeias; incluindo infec¢cdes em criangcas menores de 5 anos. Isto é relevante, visto
que o P. falciparum é altamente patogénico e tem sido relatado em comunidades
indigenas ianomamis em frequéncias maiores que em outros grupos étnicos da
regido Amazonica (METZGER et al., 2009). Associado a este agravante, encontram-
se as operacOes ilegais de garimpo e extracdo de madeira, as quais favorecem a
reintroducdo periodica deste parasito em reservas florestais do territorio indigena
Yanomami (SHANKS, 2016). Logo, estudos futuros sdo necessarios para avaliar o
real impacto da exposicdo destas comunidades indigenas ao P. falciparum,
principalmente, na salde de criancas ianomamis, as quais encontram-se expostas a
diversas comorbidades (infecciosas e ndo infecciosas) e a taxas alarmantes de
subnutricdo (COIMBRA et al., 2013; TAVARES & FERREIRA, 2019).

6.1.3 Persisténcia da infec¢cdo malarica ao longo do estudo

Os quatro meses de acompanhamento do estudo forneceram uma excelente
oportunidade para explorar a persisténcia dos parasitos circulantes nas infeccbes
malaricas microscopicas e submicroscépicas. Nessas aldeias indigenas semi-
isoladas, foi possivel observar que, apenas 8% do total de individuos positivos para
malaria permaneceram com parasitos detectaveis em avaliacdes subsequentes,
sendo, a maioria destes, criancas muito jovens (mediana de idade de 3 anos). Este
resultado pode indicar que as infec¢cdes malaricas sdo de curta duracdo e/ou que a
imunidade adquirida mantém os niveis de parasitos circulantes subpatentes
(BOUSEMA et al., 2014). Embora os dados aqui apresentados ndo permitam
descartar nenhuma destas hipéteses, os resultados sugerem gque a densidade
parasitaria em individuos infectados ndo € um parametro estatico, podendo flutuar e,
eventualmente, ficar abaixo do limite de deteccdo dos ensaios moleculares
(NGUYEN et al.,, 2018). Embora a genotipagem dos parasitos ndo tenha sido
realizada, tem sido sugerido que a imunidade clinica controla a transmisséo,
principalmente, limitando o desenvolvimento dos estigios sanguineos no ciclo
biolégico dos plasmédios (FELGER et al, 2012). Neste sentido, fazem-se
necessarios estudos futuros em areas indigenas ianomamis a fim de: (i) avaliar as

infeccbes malaricas individuais com base nos padrdes de persisténcia de gendotipos,
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monitorando as flutuacdes de densidades parasitarias; (i) avaliar o perfil das
infeccbes malaricas de baixa densidade, buscando compreender o cenario de
transmissdo em areas endémicas, a fim de sugerir regibes potencias para a
vigilancia epidemioldgica; e (iii) avaliar a extensdo das infeccbes malaricas
submicroscopicas no contexto do tratamento antimalarico, uma vez que as infec¢des
cronicas podem resultar em prejuizos na saude do individuo a longo prazo
(ASGHAR et al., 2015).

6.2. LimitacOes do estudo

O presente estudo apresentou algumas limitacbes que devem ser levadas em
consideracdo na interpretacdo dos resultados. E possivel especular que os cortes
transversais tenham sido realizados em periodos com baixa transmissdo de malaria,
que poderiam nao ser representativos das variagdes sazonais de transmissdo na
area. No entanto, deve-se considerar as dificuldades relacionadas a coleta de
amostras na regido, ja que a localizacdo remota das aldeias ianomamis na floresta
Amazoénica dificulta o acesso das equipes, sendo este realizado, exclusivamente,
por pequenos avides e embarcacdes fluviais. Além do mais, as estacdes na floresta
Amazobnica ndo sdo bem definidas e se caracterizam, basicamente, por uma estacéo
seca e outra chuvosa com duracao de cerca de seis meses cada. Visando minimizar
as limitagOes logisticas do estudo, os cortes transversais foram delineados a fim de
incluir meses da estacdo seca (setembro e novembro/2014) e inicio da estacao
chuvosa (janeiro/2015). Assim, apesar das limitagdes, os dados aqui obtidos
parecem ser representativos da area de estudo, uma vez que compreendem as

variacdes climaticas intrinsecas da floresta Amazénica.
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7 CONCLUSAO

i. Nas comunidades indigenas contempladas houve predominio de infeccdes
submicroscopicas, sendo que a relacdo entre infeccbes submicroscopicas e
microscopicas se manteve relativamente estavel ao longo dos quatro meses de

acompanhamento do estudo, correspondendo a 4:1;

ii. Na area estudada o P. vivax foi a espécie predominante, seguido do P. malariae e,
em menor extensdo, o P. falciparum. As infeccbes por P. malariae se
caracterizaram, possivelmente, por baixas densidades parasitarias, ja que esta

espécie foi identificada exclusivamente por protocolos moleculares;

iii. A auséncia do P. simium nas aldeias ianoméamis da Amazdnia Brasileira reforca a

hip6tese de que a circulacdo do P. simium esta restrita a Mata Atlantica;

iv. A prevaléncia de infeccBes maléaricas foi similar entre homens e mulheres; no
entanto a idade foi um fator determinante no diagndstico parasitolégico da populagéo
estudada, sendo as maiores parasitemias detectadas em criancas e adolescentes
(<16 anos). A diminuicdo dos niveis parasitarios com aumento da idade sugere
imunidade naturalmente adquirida em decorréncia da exposicdo sucessiva e

continua a malaria;

v. A densidade parasitaria da maioria dos individuos infectados ndo se manteve ao
longo do estudo; assim, a parasitemia ndo pode ser assumida como um parametro
estético, podendo flutuar ao longo do tempo e, eventualmente, ficar abaixo do limite

de deteccédo dos ensaios moleculares;

vi. Entre as aldeias estudadas, a prevaléncia de malaria variou consideravelmente
tanto na intensidade quanto na frequéncia das espécies de plasmédios circulantes; a
heterogeneidade na transmissdo da maléria local est4 possivelmente associada a

grande variabilidade de criadouros de vetores anofelinos na regiao;

vii. Os protocolos moleculares fazem-se necessarios para o estudo de prevaléncia
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de malaria em populacdes indigenas ianomamis, tendo em vista, principalmente, a
alta prevaléncia de infec¢cdes submicroscépicas e a circulacdo comprovado do P.

malariae nestas regides.
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Sumario geral do protocolo

Introducéo/histérico do projeto: As doencgas infecciosas e parasitarias ndo ocorrem
isoladamente no mundo, sendo endémicas e prevalentes nas regides tropicais.
Geralmente negligenciadas, no contexto social estas doengas séo tipicas de comunidades
remotas com pouca visibilidade social, onde ndo ha saneamento basico e assisténcia
médica regular.

Para as comunidades indigenas brasileiras o acesso a “boa assisténcia sanitaria”
tem sido problematico, um exemplo classico é a complicada logistica para a assisténcia a
populacédo Yanomami. Esta populacéo esta restrita a uma area remota imensa, localizada
nos estados de Roraima e do Amazonas em fronteira continua com a Venezuela. O lado
brasileiro ocupa 9.419.108hec em regido de grandes altitudes de solo riquissimo em
jazidas minerais, recoberta por densa floresta tropical umida, cortada por farta rede
hidrografica. Até a década de 60 os Yanomamis viveram praticamente isolados. No
entanto, a partir da década de 70, com a divulgacdo da larga existéncia de ouro e
cassiterita, os Yanomamis comecam a sofrer com a invasdo garimpeira. Através deste
processo, na década de 80, a malaria ja estava introduzida dizimando a populacdo em
quase 15%. A distancia somada as condicdes geograficas locais dificultam as acdes de
saude e a fiscalizac&o e/ou vigilancia de invaséo ilegal. No Brasil o processo de invasé&o
da area Yanomami se propagou livremente até 1989 e perdura ainda hoje, apesar da
homologacéo da area pela Uni&o como Terra Indigena Yanomami em 1992. O isolamento
geografico foi perdido gradativamente, através de invasdes procedentes de diversos
locais do Brasil e da Venezuela causando a introducéo e a disseminacao generalizada de
doencas infecto-transmissiveis, até entédo néo incidentes entre os Yanomamis.

No Brasil, ndo existem dados de prevaléncia da co-infeccdo humana dessas
endemias e nem dados que relatem a ocorréncia de alteracées na histéria natural dessas
patologias quando se encontram associadas. A transmissédo dessas doencas esta
relacionada a populacéao susceptivel, ao agente etiologico e ao vetor, além das condi¢cbes
ecoldgicas, geograficas, econdmicas, sociais e culturais. Devido a sua ampla incidéncia e
aos efeitos debilitantes, essas doencas sdo as que mais contribuem para reduzir a
capacidade produtiva das pessoas de desenvolver seus recursos econémicos. )

A oncocercose humana € uma doencga infecto-parasitaria presente na Africa,
Peninsula Arabica e nas Américas. O padréo de distribuicdo da doenca € diferente nos
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Continentes Africano e Americano. No Continente Africano possui uma larga distribuigcé&o
geografica, por outro lado, no Continente Americano a doenca é focal, sendo evidenciada
em pequenas areas situadas em seis paises. A sua ocorréncia obedece a triade
tradicional de transmissdo onde em uma extremidade esta presente o filarideo
Onchocerca volvulus como seu agente etiolégico, na outra o homem como hospedeiro
vertebrado, e na ultima, espécies do género Simulium como hospedeiro invertebrado
(vetor). A dispersdo ocorre sem sintomatologia notavel, sendo detectada com a
determinacdo de seus sinais especificos, como por exemplo, a gerodermia, os quais
ocorrem apo6s pelo menos dois anos e meio de infeccéo do paciente visto que este € o
periodo de vida das microfilaria. Além disso, a infeccdo é cumulativa, portanto a
severidade da doenca depende do tempo de exposicdo ao vetor, que determina a
densidade de microfilarias na pele. As microfilarias sao responsaveis por lesées da pele e
pela invasdo do globo ocular, onde produzem graves alteracdes da retina e dos meios
transparentes que podem conduzir a cegueira.

Embora a oncocercose nao seja uma doenca letal, seu impacto socioeconémico é
muito grande e extremamente relevante em termos de saude publica. Seu efeito mais
grave é a cegueira irreversivel, mas as dermopatias também constituem grande problema.
O foco principal de oncocercose no Brasil esta localizado no norte do Pais nos Estados do
Amazonas e Roraima, fronteirica com a Venezuela, habitada por uma populacdo de
aproximadamente 15.000 indigenas Yanomamis do lado do territério brasileiro.

Considerando que nas areas endémicas de oncocercose, a populagdo também
esta exposta a mansonelose, tracoma, malaria, hepatites virais e enteroparasitoses, a
nossa hipotese € que a co-infeccéo exista e que essa interagcdo possa causar alteragdes
no equilibrio entre a resposta imune e a evolugéo clinica do hospedeiro infectado.

Estudos genéticos também tém contribuido muito para o entendimento da
patogénese das doencas infecciosas. Varios alelos HLA e KIR tém sido associados com a
evolugéo clinica de doencgas, sendo alguns alelos favoraveis a cura e outros a evolugéao
clinica para forma grave da doenca. Portanto € importante levar em consideracéo a
influéncia dos marcadores genéticos na evolugéo clinica, no poliparasitismo, das doencas
estudadas e na resposta imune do hospedeiro. Dentro deste contexto, a caracterizacéo
do perfil genético de HLA e KIR da populacdo sera essencial para avaliarmos o papel
destas moléculas na patogénese das doencas estudadas e na resposta imune aos seus
patégenos, bem como nas relacdes entre elas. O conhecimento de fatores/marcadores
genéticos que influenciem na evolugcdo/prognéstico das infeccbées e coinfeccbes na
populacdo Yanomami sera de dgrande valia para o desenvolvimento de estratégias
profilaticas e terapéuticas mais eficazes.

Vale ressaltar que mesmo que os casos de co-infeccdo ndo sejam detectados na
area de estudo, o diagnédstico e tratamento dos casos de todas estas doencas iréo
contribuir para a melhoria na saude da populacéo local e para implantacéo de medidas de
controle integradas levando em consideracdo a ocorréncia destas endemias em uma
mesma area. Os dados obtidos através deste projeto serdo publicados independente dos
resultados encontrados.

Objetivos: Conduzir um estudo descriivo de casos de Onconcercose,
Mansonelose, Tracoma, Malaria, Hepatites e Enteroparasitoses com o objetivo de
investigar os aspectos clinico-epidemiolégicos e imunolégicos mais importantes nessas
enfermidades, na associagéo entre elas e o impacto de uma infec¢céo sobre a evolugao
clinica da outra na area Yanomami.

Métodos: Os profissionais da equipe de saude do DSEI-Yanomami de dois dos
Pdlos Base de Saude selecionados, dentre os das Aldeias - Auaris, Parafuri, Toototobi e
Balawau - serao os profissionais que executardo os procedimentos das coletas de sangue
e dos fragmentos de pele dos sujeitos da pesquisa. Os exames Clinicos serdo efetuados

2/7 ta/ak/ad/rf



103

Cont. Parecer CONEP n°. 002/2014

pelos médicos do DSEI-Yanomami (quando pertinente os médicos clinico e oftalmologista
do projeto - verificagdo da existéncia de nodulos, alteragcdes de pele, prurido, ou qualquer
outro sinal ou sintoma ligados a oncocercose, mansonelose, tracoma, maléria, hepatites e
enteroparasitoses - executardo os exames assistidos pelos médicos do DSEI-Yanomami).
Tanto os procedimentos das coletas de sangue e dos fragmentos de pele e os exames
clinicos dos sujeitos da pesquisa serdo acompanhados pelos participantes do projeto,
para a anotacdo dos dados pertinentes. Todo e qualquer caso de doengca ou agravo
diagnosticado pelos profissionais do projeto serdo repassados por comunicacgéo oral e
escrita para a SESAI/DSEI-Yanomami, 6rgédos responsaveis pelo acompanhamento e
tratamento dos casos diagnosticados nos sujeitos da pesquisa.

Critérios de inclusdo/excluséo: Critérios de exclusédo - individuos que por qualquer
motivo se recusarem a fazer os testes, portadores de doencas neurologicas, gestantes,
parturientes, crian¢cas que néo atinjam os trés critérios de incluséo preconizados pela
PBEO/OEPA - idade maior ou igual a cinco anos, altura maior ou igual a noventa
centimetros ou peso maior ou igual a quinze quilogramas e qualquer adulto acometido de
grave doenca que esteja em estado de prostracéo.

Critérios de inclusé&o - individuos residentes das aldeias selecionadas que aceitem
voluntariamente a participar do estudo e n&o facam parte do grupo de excluséo.
Entretanto para a avaliacdo de prevaléncia e verificacdo de incidéncia da malaria e da
mansonelose utilizaremos material cedido pelo DSEI-Yanomami da busca ativa e passiva
dos casos de malaria realizados mensalmente através da gota espessa e esfregaco
sanguineo em todos os individuos independente da idade (pulsdo digital e uma gota de
sangue é colocada na lamina). A cada trés meses por dois anos, no momento da coleta
uma pequena gota de sangue a mais sera colocada em papel de filtro para fazer o
diagnostico por PCR (mais sensivel). As amostras obtidas serdo mantidas e transportadas
para o LSO-IOC/Fiocruz-RJ, em caixas térmicas com silica.

Riscos/Beneficios: O protocolo afirma néo existirem riscos. Em relacédo aos
beneficios, no TCLE |é-se “Com a excecdo da malaria, as outras doencas n&o sao
diagnosticadas com facilidade, e isto traz problemas para o controle delas na regido. Com
o diagnostico poderei ser tratado ou encaminhado a uma unidade de saude para cuidar
do meu caso. Além disto, alguns trabalhos tém mostrado que se uma pessoa tiver mais
de um parasita produzindo doenca ao mesmo tempo, algumas vezes as doencas podem
apresentar maior dificuldade para serem curadas pelos remédios. Ja € conhecido que
algumas células e reacdes do corpo (imunoldgicos) séo importantes no desenvolvimento
das doencas. No entanto, mais estudos séo necessarios para tentar conhecer o seu papel
na cura ou na protecéo”.

Destinacdo das amostras: “As amostras de sangue venoso e fragmento de pele
seréo coletadas uma vez por ano, pelo periodo de dois anos. Inicialmente ser&o mantidas
sob guarda do Laboratério de Simulideos e Onconcercose/IOC, posteriormente sera
distribuida uma aliquota de sangue/plasma para cada coordenador tematico para
realizacdo dos exames e esta ficara sob guarda dos mesmos pelo periodo de cinco anos
até que todos os experimentos propostos no projeto sejam realizados e se necessario
para repeticdo de testes para confirmacédo de dados” (p.12/26 da 22 versdo Projeto
Protocolo 638-11).

Local de realizacao
Trata-se de um projeto nacional e unicéntrico. No mundo, o total de sujeitos de
pesquisa é de 500.

Apresentacao do protocolo
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Os seguintes documentos foram apresentados no CD-ROM do protocolo em tela:
Termos de Compromisso e Responsabilidade: Acordo de Submisséao de Projeto - Diretor do
IOC; Carta de Compromisso e Responsabilidade do Colaborador no Projeto - Jodo B.F.
Vieira;, Termo de Compromisso e Responsabilidade do Colaborador no Projeto - Maria G. R.
Freitas; Termo de Compromisso e Responsabilidade do Colaborador no Projeto - Nildimar H.
Rocha. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (Corrigido) - 22 verséo;
Protocolo enumerado - 22 versdo; Questionario de Adesédo; Folha de Rosto; Curriculo;
Pareceres do CEP: Parecer 26dez11 Com Pendéncia;, Parecer 28fev12 Aprovado e
Encaminhado;

Os seguintes documentos foram apresentados no CD-ROM de respostas ao parecer
363/2012 da CONEP: Oficio 2036/2012/CONEP/CNS/MS; Parecer 363/2012 CONEP, de 26
de dezembro de 2012; Carta Pl ao CEP FIOCRUZ/IOC; Resposta do Pl as pendéncias
mencionadas no Parecer CONEP 363/2012, (Resposta ao Parecer CONEP 363/2012); 32
Versdo Formulario CEP, protocolo 638/11, Registro CONEP 16907; 3% versao projeto
registro CONEP 16907; Termos de Compromisso e Responsabilidade: Carta de
Compromisso SESAI-MS - carta 1; Carta de Compromisso SESAI-MS - carta 2; Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido e de Assentimento: TCLE Pais-Responsaveis Registro
CONEP 16907; TCLE - Termo Consentimento Livre e Esclarecido Registro CONEP 16907;
Termo de Assentimento Registro CONEP 16907.

Comentarios/Consideragoes:
1. Projeto de Pesquisa:

a. Solicita-se apresentacdo do modelo de amostragem (aleatorizacdo) e
justificativa do tamanho da amostra.

Resposta: Acrescentamos o calculo amostral e o modelo de amostragem no
projeto (pag 10 item 4. Coleta de amostras - em amarelo):
Analise: Pendéncia atendida.

b. N&o esta citado as faixas etarias a serem observadas e na pagina 9-31 os
pesquisadores citam “no caso de crianga os pais ou responsavel legal fardo a
assinatura digital”. Solicita-se esclarecimentos quanto & faixa etaria a ser
incluida na pesquisa. Se o projeto incluir menores de 18 anos, devem ser
incluidos nos documentos os Termos de Assentimento para menores entre 7 e
12 anos e entre 12 e 18 anos, além dos Termos de Consentimento para
Pais/Responsaveis.

Resposta: Pagina 10 (critérios de excluséo — em amarelo): No grupo de
excluséo do formulario mencionamos que seréo excluidas as criangcas que nao
atinjam os trés critérios de inclusdo preconizados pelo Programa Brasileiro de
Eliminacdo da Oncocercose (PBEO) / Programa para Eliminacédo da
Oncocercose das Américas (OEPA) - idade maior ou igual ha cinco anos, altura
maior ou igual a noventa centimetros ou peso maior ou igual a quinze
quilogramas e qualquer adulto acometido de grave doenca que esteja em
estado de prostracéo. Portanto, a faixa etaria vai ser crian¢gas com idade entre
5-18 anos e adultos que atendam aos critérios acima definidos. Na
oncocercose e na malaria, a aquisicao de imunidade a infeccdo esta associada
a idade, portanto sera importante a coleta de sangue da faixa etaria entre 5-18
anos para compararmos com a faixa de adultos e assim verificar a prevaléncia
de infeccédo e resposta imune nas diferentes faixas etaria. Acrescentamos em
anexo os seguintes termos de consentimento: Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (para
Pais/Responsaveis) e Termo de Assentimento.

Analise: Pendéncia atendida.
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2. Emrelacdo ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:

a. Esta redigido em forma de declaragcdo. O documento de consentimento deve
seguir a terminologia da Resolucédo CNS 196/96, item |V, e ser apresentado ao
sujeito da pesquisa em forma de convite. Expressdes do tipo “Eu sei...”, “Eu
fui...”, entre outras, podem comprometer a autonomia do individuo. Cabe ao
pesquisador informar todos os procedimentos do estudo e as garantias do
sujeito da pesquisa para, ao final, solicitar sua anuéncia. Solicita-se adequacéo.
Resposta: Adequamos o texto dos Termos de Consentimento (em anexo) de
acordo com a terminologia da Resolu¢édo CNS 196/96, item IV, em forma de
convite.

Analise: Pendéncia atendida.

b. Foram apresentados os procedimentos relacionados aos exames de viséo, de
sangue, de pele e de fezes, porém néao s&o apresentados os seus respectivos
objetivos. Solicitam-se apresentacbes claras e sucintas dos objetivos dos
exames a serem feitos.

Resposta: Reformulamos o texto para apresentar os procedimentos e os seus
respectivos objetivos de maneira clara e sucinta (ver os termos de
consentimento em anexo em amarelo para cada exame).

Analise: Pendéncia atendida.

c. Na pagina 2/3 do documento Ié-se “N&o ha riscos potenciais visto”. Cabe
ressaltar que, de acordo com o item V da Resolugdo CNS 196/96, “considera-se
que toda pesquisa envolvendo seres humanos envolve risco. O dano eventual
podera ser imediato ou tardio, comprometendo o individuo ou a coletividade”.
Ressalte-se ainda o item 1.8 da mesma resolugéo que define como “Risco da
pesquisa - possibilidade de danos a dimensé&o fisica, psiquica, moral,
intelectual, social, cultural ou espiritual do ser humano, em qualquer fase de
uma pesquisa e dela decorrente”. Solicita-se retirada do trecho e adaptacéo do
texto.

Resposta: Retiramos a frase “Nao ha riscos potenciais visto...” e adaptamos o
texto.
Analise: Pendéncia atendida.

d. De acordo com a Carta Circular N°. 003/2011/CONEP/CNS, tendo em vista sua
vulnerabilidade no momento de adesdo a um protocolo de pesquisa, o sujeito
de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, bem como o pesquisador
responsavel, deverao rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido - TCLE, apondo suas assinaturas na ultima pagina do referido
Termo. Solicita-se que espacos para rubricas sejam incluidos nas paginas.
Resposta: Incluimos espaco para rubricas em cada pagina dos Termos de
Consentimento.

Analise: Pendéncia atendida.

e. O Termo faz mencéo, pagina 2-3, que “Exame de visao - o0 médico vai olhar os
meus olhos”, mas descreve com maior preciséo no pagina 12-31 do protocolo
de pesquisa que havera, entre outros, medida de pressé&o intraocular e exame
de fundo de olho. Esses procedimentos n&o se encaixam na descricao “olhar
nos meus olhos” e estdo mais proximos da descricdo de que “os médicos vao
examinar e tocar meus olhos com instrumentos — sem provocar dor”. Solicita-se
esclarecimentos sobre a afirmacéo do texto apresentada do Termo.

Resposta: Esclarecemos o texto sobre o exame de visdo (em amarelo) com a
frase: “Os médicos vdo examinar e tocar meus olhos com instrumentos e me
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mostrara algumas figuras para que eu diga o que estou vendo — sem provocar
dor”.
Analise: Pendéncia atendida.

f. Na mesma pagina do Termo, solicita-se esclarecer o que significam as siglas
“OMS/OEPA”.

Resposta: As siglas foram escritas por extenso no texto. Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) / Programa para Eliminac&o da Oncocercose das Ameéricas
(OEPA) (em amarelo).

Analise: Pendéncia atendida.

g. Na mesma pagina e na 3-3, solicita-se substituir as mencdes adicionais do
“punch oftalmico de esclera” por “pinga” — como descrito.

Resposta: Substituimos “punch oftalmico de esclera” por “pinga” (em amarelo).
Analise: Pendéncia atendida.

h. A pagina 3-3 faz mencdo a “copia do termo”. Solicita-se modificacdo
esclarecendo que o Termo deve ser assinado em duas vias de igual teor.
Resposta: Modificamos o texto explicitando que o Termo vai ser assinado em
duas vias de igual teor (em amarelo).

Analise: Pendéncia atendida.

i. Na mesma pagina do TCLE, em “Beneficios esperados”, esta descrito que o
sujeito de pesquisa “poderei ser tratado ou encaminhado para...unidade de
saude...”. Solicita-se esclarecimento sobre a afirmacdo, considerando que o
sujeito de pesquisa tem direito a assisténcia a saude durante a realizagdo da
pesquisa. A frase deve ser reescrita “Com o diagnostico, serei encaminhado
para unidade de saude para avaliacédo médica”.

Resposta: Reescrevemos a frase como sugerido: “Com o diagnostico, serei
encaminhado para unidade de saude para avaliagdo médica” (em amarelo).
Analise: Pendéncia atendida.

j. Na pagina 3-3 cita-se “...sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter
qualquer 6nus...” aos voluntarios. Solicita-se que a palavra “6nus” seja
substituida por sinbnimo mais simples (Exemplo: despesa).

Resposta: Substituimos a palavra 6nus por despesa (em amarelo).
Analise: Pendéncia atendida.

k. Sobre o mesmo assunto, o participante da pesquisa deve ser esclarecido que
eventuais despesas seréo ressarcidas (Res. CNS 196/96. Iltem IV.1.h) e que o
mesmo tem direito a indenizac&o, caso ocorra algum dano eventual, direto ou
indireto, imediato ou tardio, decorrente dos procedimentos da pesquisa (Res.
CNS 196/96. Item IV.1.i). Solicitam-se adequacdes.

Resposta: Inserimos um paragrafo esclarecendo que eventuais despesas
serdo ressarcidas e o direito a indenizac&o, caso ocorra algum dano eventual
decorrente dos procedimentos da pesquisa (em amarelo).

Analise: Pendéncia atendida.

I. Solicita-se esclarecer se havera armazenamento de tecidos/células. Se houver
tal armazenamento, o protocolo e o Termo de Consentimento devem se pautar
pela Resolucéo 441/11.

Resposta: Esclarecemos no termo de consentimento que o material coletado
para realizacdo dos exames ficara sob a guarda da coordenadora do projeto
pelo periodo de cinco anos até que todos os experimentos propostos no projeto
sejam realizados e se necessario para repeticéo de testes para confirmacéo de
dados (em amarelo).

Analise: Pendéncia atendida.
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m. Por se tratar de pesquisa com critérios de diagndstico, devem ser apresentados
de modo claro e objetivo os cuidados integrais de saude a serem garantidos
caso ocorra uma gravidez. Solicitam-se adequacdes.

Resposta: Inserimos o texto (em amarelo no item- Beneficios esperados):
“Caso ocorra gravidez em alguma participante, os cuidados integrais de saude
serdo garantidos pela Unidade de Saude que acompanhara a participante e tera
os dados de diagndstico da pesquisa”.

Analise: Pendéncia atendida.

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP, de acordo
com as atribuicoes definidas na Res. CNS 466/2012, manifesta-se pela aprovagao do
projeto de pesquisa proposto.

Situacéo: Protocolo aprovado.

Brasilia, 03 de fevereiro de 2014.
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Abstract

Background: The unexpected high proportion of submicroscopic malaria infections in areas with low transmission
intensity challenges the control and elimination of malaria in the Americas. The current PCR-based assays present
limitations as most protocols still rely on amplification of few-copies target gene. Here, the hypothesis was that ampli-
fication of different plasmodial targets—ribosomal (7185 rRNA) and non-ribosomal multi-copy sequences (Pvr47 for
Plasmodium vivax and Pfr364 for Plasmodium falciparum)—could increase the chances of detecting submicroscopic
malaria infection.

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

Results: The results demonstrated that an association of ribosomal and non-ribosomal targets did not increase sen-
sitivity to detect submicroscopic malaria infections. Despite of that, artificial mixed-malaria infections demonstrated
that the NR-qPCR was the most sensitive protocol to detect low-levels of P.vivax/F. falciparum co-infections. Field stud-
ies confirmed that submicroscopic malaria represented a large proportion (up to 77%) of infections among asympto-
matic Amazonian residents, with a high proportion of infections (~20%) identified only by the NR-qPCR.

Conclusions: This study presents a new species-specific non-ribosomal PCR assay with potential to identify low-den-
sity P.vivax and P, falciparum infections. As the majority of subclinical infections was caused by P. vivax, the commonest
form of malaria in the Amazon area, future studies should investigate the potential of Pvr47/Pfr364 to detect mixed-
malaria infections in the field.
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Background

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

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

Historically, the small subunit 18S of the ribosomal
RNA gene (185 rRNA) has been the most common tar-
get used for molecular diagnosis of malaria [16-20]. As
this gene is present in few copies (5 to 8) in the genome
of Plasmodium parasites [21], low sensitivity and repro-
ducibility of standard PCR protocols based on 185 rRNA
gene amplification have been described [22, 23]. In the
last decade, the genomic data mining of Plasmodium
parasites has allowed the discovery of new species-
specific multi-copy targets which show potential for
molecular diagnosis of P. vivax and P. falciparum malaria
[24-26]. Among the promising targets include the non-
coding subtelomeric repeat sequences Pvr47 and Pfr364
that are present in 14 and 41 copies in the genomes of P
vivax and P. falciparum, respectively [24]. While there is
evidence for their location and distribution, the biologi-
cal functions of Pvr47 and Pfr364 remains to be estab-
lished. By using a single-step PCR assay to amplify Pvr47/
Pfr364 targets, it was possible to demonstrate the rela-
tively higher sensitivity of these targets as compared to
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the amplification of 185 rRNA gene by the conventional
nested-PCR assay [24].

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

Methods

Study population and participants

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

Clinical malaria

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

Subclinical malaria

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

Conventional light microscopy

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

Extraction of genomic DNA

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

Panel of Plasmodium reference samples
The following parasites were used as reference in molec-
ular assays: (i) P falciparum (3D7 strain) from in vitro

' ™
Clinical malaria suspects Subclinical malaria suspects
(n=110) (n=324)
[ |
I
[ Light Microscopy ]
{ Meolecular Diagnosis |

1
[ 1

Ribosomal target
(185 rRMNA)

Mon-ribosomal targets
(Pur47/Pfr3sd)

[ Nested-PCR ] [ R-qPCR] [NF{-CPCR] l NR-gPCR ]

Fig. 1 Methodological strategy for field evaluation of PCR-based
protocols. Regardless the results obtained by light microscopy,
blood-derived DNA samples from dlinical (n=110) and subdlinical
(n=324) malaria suspects were submitted to species-specific
PCR based-protocols targeting ribosomal (785 ANA gene) and
non-ribosomal Alasmodium sequences. The 185 iANA-based protocols
included a Nested-PCR assay adapted from the original protocol
(16) with modifications (22), and a real-time PCR assay (R-gPCR) as
previously described (17). The non-ribosomal (NR) amplification
of £ vivax (Pvr47) and £ falciparum (Pfr364) involved a previously
described single step conventional PCR assay (MA-cPCR) (24), and
a real-time PCR protacol (MR-gPCR) whose primers and cycling
conditions were described in"Methods"
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continuous blood-stage cultures maintained in the rou-
tine of the laboratory, according to protocol previously
described [35]; (ii) P vivax, P falciparum and Plas-
modium malariae from peripheral blood of malaria
infected individuals whose species-specific diagnosis
was confirmed by PCR protocols (Malaria Bioreposi-
tory, FIOCRUZ-Minas, MG, Brazil); (iii) Plasmodium
brasilianum/P. malariae (Peruvian III strain, MR4-349)
kindly provided by the Malaria Research and Reference
Reagent Resource Center, MR4 (Biodefense and Emerg-
ing Infections Research Resources Repository, BEI
Resources, NIAID/NIH, ATCC, USA).

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

Primers design and real-time PCR conditions to amplify
the non-ribosomal Pvr47/Pfr364 targets (NR-qPCR)
Primers and MGB (minor groove binder) probes were
designed for Pvr47 and Pfr364 targets using Primer-Blast
(NCBI) and OLIGO (version 4.0, 1999) softwares, con-
sidering conserved regions in each species alignments.
The alignments were based on the sequences previously
described [24], composed of 14 copies of Pvr47 (P vivax
Sal-I strain) and 41 copies of Pfr364 (subfamilies 1 and
2 of P falciparum 3D7 strain). The set of oligonucleo-
tides obtained for Pvr47 was 5TCCGCAGCTCACAAA
TGTTC3' (forward), 5'ACATGGGGATTCTAAGCC
AATTTA3' (reverse), and 5'HEX-TCCGCGAGGGCT
GCAA3' (probe), which binds respectively to positions
142-161, 245-222 and 189-204 of P vivax Sal-I1 (Gen-
Bank accession number AAKMO01000578), resulting in
a 104 bp amplicon. For Pfr364, the set used was 5'ACT
CGCAATAACGCTGCAT3 (forward), 5'TTCCCTGCC
CAAAAACGG3 (reverse), and 5FAM-GGTGCCGGG
GGTTTCTACGC3' (probe), which binds respectively
to positions 313-331, 400-383 and 335-354 of P falci-
parum 3D7 (Pf3D7_04_ 12625 14152, in [24]), resulting
in an 88 bp amplicon. All NR-qPCR reactions were per-
formed in 10 pL volumes containing 2 pL of DNA (~3
to 6 pL of whole blood) and 5 pL of TagMan Universal
PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). For Pvr47
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amplification was used 50 nM of forward primer, 900 nM
of reverse primer, and 250 nM of probe; for Pfr364,
900 nM of forward primer, 300 nM of reverse primer, and
150 nM of probe were used. The PCR assays were per-
formed using the automatic thermocycler ViiA7 Real-
Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) and the
following cycling parameter: a pre-incubation and initial
denaturation, respectively, at 50 °C for 2 min and 95 °C
for 10 min, followed by 40 cycles of denaturation at 95 °C
for 15 s, primers annealing at 52 °C for 1 min, and exten-
sion at 60 °C for 1 min. The fluorescence acquisition was
performed at the end of each extension step. Analytical
sensitivity and specificity of Pvr47 and Pfr364 NR-qPCR
assays were included as an Additional file 1. Specificity
was investigated using template DNA from either malaria
unexposed individuals (n=30) or other Plasmodium
species (Additional file 2). For the limit of detection,
standard curves were prepared from serial dilution of
plasmid DNA carrying the Pvr47 or Pfr364 target (Addi-
tional file 3). The cycle threshold (Ct) values of 37 and
38 (C,<37 or C,<38) were used to define positivity to P
vivax and P. falciparum, respectively.

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

The amplification of the targets Pvrd47 (P vivax) and
Pfr364 (P falciparum) were conducted by using prim-
ers previously described [24]. Details about primers and
cycling conditions were included in Additional file 4.

185 rRNA gene amplification by nested-PCR
(Nested-PCR) and real-time PCR assay (R-qPCR)
Nested-PCR assay for amplification of 185 rRNA gene
was performed as described [22], using genus and spe-
cies-specific primers previously described [16]. The
real-time PCR (R-qPCR) method uses a single pair of
genus-specific primers for the detection of the 185 rRNA
gene, with two internal species-specific hydrolysis probes
for P falciparum and P. vivax [17]. Primers and cycling
conditions for 18S5rRNA gene amplification (Nested-PCR
and R-qPCR) were included as Additional file 4.

Statistical analysis

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

Results

Limit of detection of Pvr47 and Pfr364 NR-qPCR

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

Ribosomal and non-ribosomal detection

of monoinfections caused by either P. vivax or P. falciparum
The ability of different targets (185 rRNA vs. Pvrd7/
Pfr364) to detect P vivax and P. falciparum monoinfec-
tions at low parasite densities was investigated through
serial dilutions of field samples containing known
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amounts of either P vivax or P. falciparum gDNA. In
case of P vivax monoinfection, no significant difference
was observed between parasite targets amplified by PCR
(Table 1). Despite of that, the NR-qPCR was the only
protocol able to consistently detect the lowest levels of
parasite densities (all replicates amplified until 1 parasite/
pL). Variability between PCRs assays using the same tar-
get resulted in a difference in positivity between conven-
tional and real-time PCR assays targeting Pvr47 (67% vs.
96% for NR-cPCR and NR-qPCR, respectively). Consid-
ering P, falciparum titration (Table 2), regardless the PCR
assay, the amplification of Pfr364 sequence was more
precise than 185 rRNA gene (80% vs. 59%, p=0.0359,
Fisher's exact test). While the amplification of Pfr364
by NR-qPCR was reproducible until 3 parasites/uL, the
amplification of 18S rRNA was inconsistent, alternating
between positive and negative results at similar levels of
parasite density (both nested-PCR and R-qPCR).

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

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

Table 1 Titration of P. vivax single infection by PCR assays targeting ribosomal (785 rRNA) and non-ribosomal (Pvr47)

species-specific sequences

P. vivax monoinfection (12,900 parasites/pL)*

Parasite density (uL)4 185 rRNA Pvr47

Nested-PCR R-qPCR NR-cPCR NR-gPCR
2000 3/3(100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
670 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
220 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
74 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
25 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%%)
a 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
3 3/3 (100%) 3/3 (100%) 0/3 (0%) 3/3 (100%%)
1 1/3(33%) 2/3 (67%) 0/3 (0%) 3/3 (100%)
0.3 0/3 (0%) 2/3 (67%) 0/3 (0%) 2/3 (67%)
PCR positivity 22/27 (81%]3’b 25/27 (93%] 18/27 (67%)° 26/27 (96% ]
Target positivity 47/54 (87%)7 44/54(819%)7

P, vivax blood-derived DNA template was serial diluted (2000 to 0.3 parasites/uL) and submitted to each PCR protocol in triplicate. The results were expressed as the
number of positive samples in relation to the total of replicates (percentage of positive). PCR assays were defined as described in legend of Fig. 1

Different letters (a,b) indicate differences between proportions (p <0.05, Fisher's Exact Test)

Mo difference was observed between proportions of targets positivity (a')
© Determined by Light Microscopy
4 parasite density (UL of blood) was estimated according to the fold-dilution
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Table 2 Titration of P. falciparum single infection by PCR assays targeting ribosomal (78S rRNA) and non-ribosomal

(Pfr364) species-specific sequences

P. falciparum monoinfection (13,400 parasites/pL)*

Parasite density (pL)¢ 185 rRNA Pfr364

Nested-PCR R-qPCR NR-cPCR NR-gPCR
2000 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
670 3/3(100%) 3/3(100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
220 3/3 (100%) 3/3(100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
74 3/3 (100%) 3/3(100%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
25 2/3(67%) 2/3 (67%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
a 1/3(33%) 1/3(33%) 3/3 (100%) 3/3 (100%)
3 1/3(33%) 1/3(33%) 2/3 (67%) 3/3 (100%)
1 0/3 (0%) 0/3 (0%) 1/3 (33%) 0/3 (0%)
0.3 0/3 (0%) 0/3 (0%) 0/3 (0%) 1/3 (33%)
PCR positivity 16/27 (59%)* 16/27 (59%)* 21/27 (78%)° 22/27 (81%)*
Target positivity 32/54 (55%) 43/54(80%)"

P. falciparum blood-derived DNA template was serial diluted (2000 to 0.3 parasites/ul) and submitted to each PCR protocol in triplicate. The results were expressed as
the number of positive samples in relation to the total of replicates (percentage of positive)

Different letters (a, a', b') indicate differences between proportions (p< 0.05, Fisher's Exact Test). PCR assays were defined as described in legend of Fig. 1

¢ Determined by light microscopy
4 parasite density (UL of blood) was estimated according to the fold-dilution

Table 3 Titration of P. falciparum in artificial mixed infections by PCR assays targeting ribosomal (785 rRNA) and non-

ribosomal (Pvr47/Pfr364) species-specific sequences

Parasite density (per 185 rRNA Pvra7/Pfr364 (NR targets)
pl of blood)
Nested-PCR R-qPCR NR-cPCR NR-qPCR

Pv Pf #1 #2 #3 #1 #2 #3 #1 #2 #3 #1 #2 #3

1433 1485 Py 4-Pf Pv4+Pf Pu4Pf Pv4Pf Py Pv4Pf Pyv4Pf Pv++Pf PvPf Pv+-Pf Pv4Pf Py 4Pf
496  PvPf Py4Pf Py4Pf Py Pv Pv  Pv+Pf Pv++Pf Pv-+Pf Pv+Pf PU4Pf Pv4Pf
165  PvPf Py+4Pf Py4Pf Py Pv Py Pv+Pf Pv+Pf Pv-+Pf Pv+Pf PU+Pf Pv4Pf
55 Py Py4Pf Py4Pf Py Pv Py Pv+Pf Pv++Pf Pv-+Pf Pv+Pf PU4Pf Pv4Pf
18 Pv+4Pf Py Pv+Pf Pv Pv Py Pv4-Pf Pu4Pf PvPf Py4Pf Pv+Pf Pv+4Pf
6  Pv Py Py Pv Pv Pv Pv +Pf Pv+Pf Pv+Pf Pu+Pf Pv4Pf Py 4Pf
2 Py Py Py Pv Pv Pv Py Py Pv Pv Pv4Pf Py 4Pf
07 Py Py Py Pv Pv Pv Pv +Pf Pv Py Py +-Pf Pv+Pf Py

PCR positivity 13/24 (54%)° 2/24 (8% 19/24 (799)°¢ 22/24 (92%)

Target positivity 15/48 (319)7 41748 (85%)°

Artificial mixtures containing P vivax (Pv) and P. falciparum (Pf) in different proportions were prepared from well-characterized field samples, as described in Methods.
The results are expressed as positive to P vivax and P falciparum (Pv+ Pf), P. vivax (Pv) or P falciparum (Pf). For each PCR assay, dilution points were assayed in triplicate

(#1to #3)

Different letters (a—c ora, b) indicate significant differences between proportions (p < 0.05, Fisher's Exact Test)

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

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

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

Screening for subclinical malaria infections among indi-
viduals from cross-sectional surveys identified a positivity
of 7% (21 out of 324) by LM (Fig. 3A). In this population,
molecular diagnosis of malaria increased three to four
times the detection of subclinical malaria carries. How-
ever, the amplification of either 185 rRNA gene (nested-
PCR/R-qPCR) or non-ribosomal targets (NR-cPCR/
NR-qPCR) detected a similar proportion of subclinical
infections, being 22% (n=72) and 27% (n=389), respec-
tively. As the predicted sensitivity of individual PCR assays
varied significantly in this group of low-parasite densities,
especially with high false negative rate for nested-PCR
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Fig. 2 Malaria prevalence among dlinical malaria suspects (n=110)
as detected by light microscopy (LM) or PCR-based protocols
targeting ribosomal (185 rANA) and non-ribosomal (NR) sequences of
Bvivax/P falciparum. The results were expressed as (a) frequency of
positives according to the amplified parasite target region (185 rRNA
and/or NR targets) or PCR assay (Nested-PCR vs. R-qPCR or NR-cPCR
vs. NR-gPCR); p > 0.05 for all comparisons realized (Chi square test); (b)
Heat map representation of species-spedific positivity as detected by
each PCR assay: blue—negative; red—*F vivax; vellow—~ faldparum;
and orange—mixed P vivax/P. falciparum infection. Each column
represents an assay and subjects were represented in rows

assay (Table 5), a significant amount of submicroscopic
infections was identified only by the real-time PCR assays,
i.e., R-qPCR for 185 rRNA and NR-qPCR for Pvr47/Pfr364
sequences. In addition, the majority of submicroscopic
infections were identified by both ribosomal and non-
ribosomal targets (Fig. 3A, the right-side bar chart, in lilac;
p=0.09 ribosomal vs. both PCR-targets, and p=0.86 for
non-ribosomal vs. both targets). Overall, while PCR proto-
cols identified 92 (28%) subclinical infections, only 21 (7%)
were identified by LM (p<0.0001, Fig. 3), indicating that
71 out of 92 (77%) infections were missed by the routine
LM. Species-specific identification demonstrated a high
proportion of P vivax as compared with P. falciparum and
mixed infections (Fig. 3B), and confirmed differences in
the sensitivity between protocols. Although real-time PCR
assays (R-qPCR and NR-qPCR) presented a better per-
formance than conventional PCR assays (NRc-PCR and
Nested-PCR), the results confirmed the gains achieved
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Table5 Assessment of sensitivity and specificity for molecular PCR-assays in clinical (n=110) and subclinical (n =324)

malaria suspects

Study population/
molecular protocol

True positive False positive®

True negative

False negative  Sensitivity (C195%)  Specificity (Cl 95%)

Clinical malaria suspects

Nested-PCR 36 0 70
R-qPCR 37 1 70
NR-cPCR 34 0 70
NR-gPCR 36 1 70
Subclinical malaria suspects
Nested-PCR 16 1 232
R-qPCR 67 2 232
MR-cPCR 42 0 232
NR-gPCR 72 17 232

4 90% (0.76-0.97) 100% (0.95-1.0)
2 95% (0.83-0.99) 95% (0.92-1.0)
6 85% (0.70-0.94) 100% (0.95-1.0)
3 52% (0.79-0.98) 959% (0.92-1.0)
75 18% (0.10-0.27) 100% (0.98-1.0)
23 74% (0.64-0.83) 959% (0.97-1.0)
50 46% (0.35-0.56) 100% (0.98-1.0)
3 96% (0.89-0.99) 63% (0.89-0.96)

Sensitivity and specificity was determined as previously described (23). The reference standard (true positive) for each protocol was calculated by combining the

detections by any PCR, excluding the protocol under evaluation

? False positive in a sense that no other molecular protocol detected these infections

by using NR-qPCR to detect subclinical malaria infection
(Fig. 3B). According, considering only the submicroscopic
infections identified by any PCR-based assay (73 out of 92),
Venn diagram demonstrated a high proportion of infec-
tions (18%, 13 out of 73) identified only by the NR-qPCR
(Fig. 4). In terms of amplified target region, 96% (n=70)
of submicroscopic infections were detected by non-riboso-
mal sequences, while 78% (n=57) were detected by ribo-
somal target (p =0.0024, Fisher’s exact test).

Discussion

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

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

Although there was considerable variation between PCR
protocols assayed, the non-ribosomal protocols (NR-
c¢PCR and NR-qPCR) were more accurate than ribosomal
(nested-PCR and R-qPCR) to detect mixed-species infec-
tions. Of interest, only NR-qPCR assay developed here
were able to detect P falciparum when this species was
present in a proportion of 240-fold lower than P. vivax.
As the sensitivity of any PCR protocol depends largely
on the molecular target used [40], the high copy num-
ber of Pfr364 (around 20 copies of “subfamily 1” targeted
by specific primers) probably facilitated the detection of
low levels of P falciparum in co-infections as compared
to 185 rRNA (around 5-8 copies). Although different
multi-copy targets have been described as sensitive for
molecular diagnosis of malaria [23, 25, 36], those stud-
ies did not investigate the reliability of these targets in
mixed-malaria infections, which precludes any poten-
tial comparison with results described here. In addition,
most of the studies have been carried-out in endemic
areas, such as Papua New Guinea, that currently does
not represent an unstable and low-transmission endemic
area [23]. More work needs to be done in this field of
investigation. An apparent inability of 185 rRNA qPCR
to detect low P, falciparum densities in situation where P
vivax was present in much higher densities was observed.
The use of a single pair of primers to detect both species
may have been a determinant factor in causing failure of
R-qPCR to identify mixed infections. A similar phenom-
enon of primer competition was described in the original
protocol [17], straightening that species-specific primers
should be used in field studies in which malaria co-infec-
tion is expected to be relevant.
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Fig. 3 Malaria prevalence among subdinical malaria suspects
(n=2324) as detected by Light Microscopy (LM) or PCR-based
protocols targeting ribosomal (185 rRNA) and non-ribosomal (NR)
sequences of £ vivax and P falciparum. The results were expressed
as (A) frequency of positives according to the amplified parasite
target region (18SrRNA and/or NR targets) or PCR assay (nested-PCR
vs. R-gPCR or NR-cPCR vs. NR-qPCR); Different letters (a, b) indicate
differences between proportions (p < 0.05, Fisher's exact approach for
post hoc analysis of a Chi squared test); (B) Heat map representation
of species-spedific positivity as detected by each PCR protocols:
blue—negative; red—*~ vivax; vellow—P falciparum; and orange—
mixed £ vivax/P falciparum infection. Each column represents an
assay and subjects were represented in rows

NR-cPCR

R-gqPCR
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Fig. 4 \enn diagram of submicroscapic malaria infections (n=73)
identified by each PCR-based assay targeting ribosomal (Nested-PCR
and R-gPCR) and non-ribosomal (NR-cPCR and NR-gPCR). The results
are shown as number of positive (3)
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In clinical malaria suspects, the overall prevalence for
P. vivax and P. falciparum detected by amplification of
non-ribosomal Pvr47/Pfr364 targets was not significantly
different than that of either conventional microscopy or
185 rRNA gene amplification. The predicted sensitivity
and specificity of each PCR protocol assayed here were
also similar, and it was independent of the parasite tar-
get. Although the clinical sample size limited the statisti-
cal power to detect small differences between protocols,
these results were not completely unexpected as symp-
tomatic patients usually present high parasite densities
in the peripheral blood; consequently, it may facilitate
the confirmation of malaria infection by less sensitive
protocols such as microscopy and rapid diagnostic tests
(RDTs) [41]. These findings reinforce that submicro-
scopic malaria infections are not prevalent among symp-
tomatic patients, and LM and RDTs are adequate tools
for case management [10, 42]. Nevertheless, the lim-
ited sensitivity of microscopy in correct identification
of mixed-species malaria should be considered in areas
where more than one Plasmodium species is circulating
[43, 44], a result that was confirmed here.

While low frequencies of submicroscopic infections
were observed in the group of clinical malaria cases
(3—5%), screening for malaria in cross-sectional surveys
demonstrated a large proportion (>70%) of malaria cases
in the study area that was not detected by conventional
microscopy. The majority of subclinical infections were
caused by P vivax, the commonest malaria parasite in
the Amazon basin, and frequently associated with low-
density infections [27, 28, 45—47]. These findings are in
accordance with recent reports showing high propor-
tions of submicroscopic P vivax infections across differ-
ent endemic settings, particularly areas with relatively
low transmission intensity [10-12, 26]. Although the rea-
son for this high rate of asymptomatic P vivax infections
is unknown, it is probably associated with the unique
biology of P vivax that includes a fast acquisition of clini-
cal immunity as compared with P falciparum [47]. It is
particularly relevant because in different epidemiologi-
cal settings there are perspectives on treating asympto-
matic infections for malaria elimination [48]. In the study
area, the results demonstrated that, in general, multiple
molecular targets (i.e., ribosomal plus non-ribosomal)
did not increase sensitivity to detect subclinical malaria
infections. Despite of that, the NR-qPCR developed here
was the most sensitive protocol to detect submicroscopic
asymptomatic malaria infections, which resulted in a
significantly higher prevalence of submicroscopic infec-
tions (70 out of 73, 96%) when compared to that detected
by ribosomal PCR assays (57 out of 73, 78%). While
more sensitive amplification of 185 rRNA gene has been
described [39, 49], the likelihood of amplify 18S rRNA
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gene was dependent on (i) large blood volume (2 mL); (ii)
careful removal of plasma and buffy coat as prerequisite
to avoid interference during PCR processing; (iii) concen-
tration of purified DNA dehydrated in a centrifugal vac-
uum concentrator; additionally, these “high-volume” 18S
rRNA PCR strategy did not allow the detection by species
(only Plasmodium spp.) [39].

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

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

Finally, relatively low frequencies of mixed-malaria
infections were detected here, which precluded a more
detailed evaluation of the potential of Pvr47/Pfr364 to
detect mixed-malaria infections in the field. In the Ama-
zon area, besides P vivax being the predominant malaria
parasite [27, 29], the progress achieved in malaria con-
trol has decreased the number of P falciparum cases in
recent years [57]. Notwithstanding this study limitation,
it is highly relevant the results from the end-point titra-
tion experiments showing the ability of Pvr47/Pfr364 to
consistently detect P vivax/P. falciparum co-infection, as
the accurate detection of malaria mixed-infections seems
to be critical for control and management of malaria
[43, 44]. In fact, disease burden due to mixed species
infections remains largely unknown, and this limitation
have the potential to influence decisions on testing vac-
cines and new antimalarial drugs [58]. As malaria has
been re-emerging in areas where it was previously con-
trolled, dealing with mixed malaria infection cannot be
bypassed, as recent evidence suggest that the frequency
of these infections may be much higher than previously
expected [44], including in the Amazon region [59]. Due
to the risk of P falciparum reemergence from Amazonian



Amaral etal MalarJ  (2019) 18:154

neighboring countries with high transmission rates, a
cross-border malaria study to evaluate the relevance of
NR-qPCR in mixed-malaria infections are on progress.

Conclusion

Although the simultaneous use of ribosomal and non-
ribosomal PCR-targets did not impact the molecular
diagnosis of malaria, the amplification of Pfr364 and
Pvr47 multi-copy targets by the NR-qPCR seems to be
a valuable tool in detection of subclinical and mixed P
vivax/P. falciparum infections, even though one of the
species was present in a ratio of hundred-times lower
than the other species.
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Additional file 1. Analytical evaluation of NR-gPCR assay.

Additional file 2. Arnplification curves of NR-gPCR performed on field
samples infected with P vivax (n=3; red), P falciparum (n=3; blue), P
malariae (n=3; green), and P, brasilianum DNA (n=1; orange). The arnplifi-
cation plots are shown for (A) Pvrd7 and (B) Pfr364 assays.

Additional file 3. Five-fold dilution of P vivax-Pvr47 and F falciparum-
Pfr364 plasmids amplified by NR-gPCR.

Additional file 4. Conditions of the Nested-PCR, R-gPCR, and NR-cPCR
assays. The primers/probes used for P vivax and P falciparum targets were
the original described. The products of nested-PCR and NR-cPCR were
visualized by 2% agarose gel stained with ethidium bromide.

Additional file 5. Limit of detection (LOD) for (A) Pvrd7 and (B) Pfrisd
targets amplified by NR-gPCR. Probit regression analysis was used on
logarithric scale using nine points of NR-gPCR standard curves (20,000 to
0.05 copies/pL). The calculated regression curves (blue lines) indicate the
probability (y-axis) of obtaining positive results at any template concentra-
tion, and dashed brown lines shows 95% confidence intervals. Dashed
black lines correspond to the lower DNA concentration in which 95% of
positive samples were detected (0.66 copies/pL of Pvr47 and 3.27 copies/
L of Pfr3ed).
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ANEXO IlI

Anticorpos contra formas sanguineas de P. vivax em funcao da idade:

A PvDBP Il Sal 1 B DEKnull2
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Figura A-C: Resposta de anticorpos IgG contra: (A) o principal antigeno candidato vacinal
contra as formas sanguineas do P. vivax, a proteina de ligagcdo ao antigeno Duffy (DBPII,
variante Sal-1); (B) o prototipo vacinal baseado na DBPII, DEKnull2 (NTUMNGIA et al., 2017); e
(C) frequéncia de positivos para cada um dos antigenos estudados (PvDBPII Sal-1 e DEKnull2)
em funcdo da idade. Os ensaios sorolégicos foram realizados pela sorologia convencional (ELISA).
Em A e B, os resultados foram expressos em niveis de anticorpos, representados pelo indice de
reatividade (IR). O IR foi obtido pela divisdo da média da densidade 6ptica (DOa492nm) de cada amostra
pelo valor do cutt-off determinado para cada proteina (média da DOa4g2nm de 30 individuos nunca
expostos a transmissdo de maléria). Amostras com valores de IR>1 foram consideradas positivas,

sendo a linha pontilhada no grafico o limite de detecgdo (IR = 1). No rodapé de cada figura foram
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incluidos o nimero de individuos por grupo etario. As diferentes letras (2b<) indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0.05), conforme determinado pelo teste de Kruskal-Wallis com o
pos-teste para multiplas compara¢des de Dunn. Em C, para os dois antigenos avaliados foram
observadas tendéncias significativas no aumento na frequéncia de positivos em funcdo da idade dos

individuos (analises de Qui-quadrado de tendéncia; p<0.05).
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Abstract

In the Amazon basin, indigenous forest-dwelling communities typically suffer from a high
burden of infectious diseases, including malaria. Difficulties in accessing these isolated
ethnic groups, such as the semi-nomadic Yanomami, make official malaria data largely
underestimated. In the current study, we longitudinally surveyed microscopic and submi-
croscopic malaria infection in four Yanomami villages of the Marari community in the north-
em-most region of the Brazilian Amazon. Malaria parasite species-specific PCR-based
detection of ribosomal and non-ribosomal targets showed that approximately 75% to 80%
of all malaria infections were submicroscopic, with the ratio of submicroscopic to micro-
scopic infection remaining stable over the 4-month follow-up period. Although the preva-
lence of malaria infection fluctuated over time, microscopically-detectable parasitemia
was only found in children and adolescents, presumably reflecting their higher susceptibil-
ity to malaria infection. As well as temporal variation, the prevalence of malaria infection
differed significantly between villages (from 1% to 19%), demonstrating a marked hetero-
geneity at micro-scales. Over the study period, Plasmodium vivax was the most commonly
detected malaria parasite species, followed by P. malariae, and much less frequently P.
falciparum. Consecutive blood samples from 859 out of the 981 studied Yanomami
showed that malaria parasites were detected in only 8% of the previously malaria-positive
individuals, with most of them young children (median age 3 yrs). Overall, our results show
that molecular tools are more sensitive for the identification of malaria infection among the
Yanomami, which is characterized by heterogeneous transmission, a predominance of
low-density infections, circulation of multiple malaria parasite species, and a higher sus-
ceptibility in young children. Our findings are important for the design and implementation
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of the new strategic interventions that will be required for the elimination of malaria from
isolated indigenous populations in Latin America.

Introduction

In the Americas, of the 17 malaria endemic countries, 11 are on target to achieve a >40% reduc-
tion in case incidence by 2020, while the remaining six are on target for a 20-40% reduction

[1]. Despite this overall progress, since 2015, malaria incidence began to rise in the Americas,
mainly due to increases in the Amazonian rain forest areas of Venezuela (Bolivarian Republic
of), Brazil and Colombia [2]. In 2018, Venezuela alone accounted for 50% of all reported cases
of malaria in the Americas, followed by Brazil (23%), Colombia (10%) and Nicaragua (6%) [3].
Malaria control in the Amazon region is difficult due to its low population density and scarcity
of reliable transport routes, which make it challenging to deliver and sustain preventive health-
care measures [4]. In this context, local control measures need to characterize areas and popula-
tions according to their levels of disease transmission, while also considering socio-economic,
political and environmental factors.

In the Amazon basin, malaria is endemic among many indigenous people, which is often
considered one of the last barriers to malaria elimination due to their geographic isolation [5].
According to the Brazilian Surveillance Secretary of the Ministry of Health (SVS/MS), while
malaria increased by 3% among some vulnerable populations living in the Brazilian Amazon,
such as gold-miners, in indigenous areas the number of cases increased about 30% over the
same period of time (2017-2018) [6]. In this region, indigenous communities, including the
traditionally seminomadic and widely dispersed Yanomami ethnic group, suffer from a high
burden of infectious diseases [7]. The Yanomami are considered the largest semi-isolated Ama-
zonian indigenous people, which inhabit an area of roughly 74,000 square miles that straddles
the Brazilian-Venezuelan border [8]. Partly due to the impact of the current political instability
in Venezuela and its associated healthcare crisis, the Yanomami people-who have great vulner-
ability to malaria, measles, malnutrition and mercury pollution in rivers-are currently con-
fronted with environmental destruction of their homeland and potential ethnocide [9].

In the current study, we prospectively evaluated the prevalence of malaria infection in
four Yanomami villages of the Marari community in the northern-most region of the Brazilian
Amazon, close to the border with Venezuela. To accurately estimate the burden of malaria infec-
tion among the Yanomami, the study design involved the screening of 981 individuals for both
microscopic and submicroscopic malaria infection (using species-specific PCR-based assays)
during three cross-sectional surveys taken at two-month intervals.

Individuals and methods
Study area

The study was performed in a remote forest-dwelling Yanomami community called Marari
located in the northern-most region of the Brazilian Amazon in the state of Amazonas (Fig 1).
Although only a few studies have so far reported in detail malaria transmission among the Mar-
ari community [10], we have previously identified high rates of infection (1.5-2%) in the main
local malaria vector, the mosquito Anopheles darlingi [8]. Marari is one of the basic Health Units
in the Brazilian Yanomami Indigenous Territory, which provide health care for four geographi-
cally close communities: Taibrapa-I, Gasolina, Alapusi and Ahima/Castanha, with the last one of
these listed located close to the Health Unit (Fig 1). Due to the semi-nomadic habits of the Yano-
mami, the residents of Taibrapa-I also have an alternative residence named Taibrapa-II. The
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Fig 1. Map of the Brazilian-Venezuelan border showing the study area. The Marari community (yellow in the top inset map) is located in the
Yanomami indigenous area (green in the inset maps) in the northern-most region of the state of Amazonas (red in the bottom inset map), roughly 454
miles from the state capital, Manaus, in Brazil. The studied villages are marked with yellow dots, while the main rivers are shown in blue. Studied villages
shown in the main map are located in the municipality of Barcelos (light green) or Santa Isabel do Rio Negro (dark green). Map sources: the Brazilian
Water National Agency, Multi-scale Ottocoded Hydrographic Base, and the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE). Amazonas municipal
cartographic base (SRC selected- EPSG: 4674, SIRGAS 2000). Scale 1:128.000.

https//doi.org/10.1371/journal.pone.0230643.9001

Marari community is located in an area of lowland Amazonian rain forest (139 meters above sea
level), which is drained by primary to tertiary tributaries and surrounded nearby by high moun-
tains at the border of Brazil and Venezuela (Fig 1). In Marari, the Yanomami in each village
occupy a single large dwelling named a “shabono” or “shapono”, which is a circular, thatch-
roofed communal shelter with no internal walls [5]. Due to the seasonal dependence on river
transport and the high costs of air transportation, access to health services is extremely limited
within such Yanomami regions [11, 12]. In our study area, the Yanomamii still maintain tradi-
tional modes of subsistence, including hunter-gathering and rural agriculture. In 2014, the
Annual Parasitological Index (API) for the Yanomami territory was approximately 100 cases
per 1,000 inhabitants, with P. vivax usually predominating over P. falciparum infection [13].

Study design, participants and sample collection

Ethical and methodological aspects of this study were approved by the Brazilian National
Research Ethics Commission (CONEP, Protocol #16907), which regulates studies involving
Brazilian indigenous people and was locally supervised by their representatives. The study
design involved a longitudinal approach with three cross-sectional surveys at two-month inter-
vals. The first survey (baseline) was carried out in September 2014, the second in November
2014 (2 months later), and the third in January 2015 (4 months after the first baseline survey).
At that time of cross-sectional surveys, roughly 30 microscopically confirmed cases per 1,000
inhabitants were officially registered in the study area (Fig 2). Recruitment in the Marari
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Fig 2. Monthly-time series of microscopically-confirmed malaria cases in the Marari community of the Yanomami indigenous area (Amazonas,
Brazil) during the study period, 2014-2015. The study design included three cross-sectional surveys: the first survey (baseline) was carried out in
September 2014, the second in November 2014 (2 months later) and the third in January 2015 (4 months after the first baseline survey). Dataare
presented as microscopically-confirmed cases per 1,000 inhabitants, and were provided by the National Malaria Surveillance System Registry
(SIVEP-Malaria) from the Brazilian Ministry of Health. Malaria infection caused by P. vivax (light blue) and P. falciparum (dark blue) are plotted by
month.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230643.9002

community involved a bilingual interpreter that explained to the leaders and/or indigenous
representatives, the purpose of the study, the procedures to be carried out, and requested writ-
ten informed consent of each adult participant, or from the next of kin or guardians on the
behalf of minors. Blood for malaria parasite detection was collected by finger prick during the
surveys. A few drops of blood were placed directly from the finger prick onto either a glass
slide for preparation of thick blood smears or Whatman FTA™ classic card (GE Healthcare Life
Sciences) for dried blood spots (DBS). The blood spots were dried in open air for 15 min, and
stored in zip-locked plastic bags containing desiccant, and then transported to the laboratory
at Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ) for malaria diagnosis by PCR. At enrollment, age
and gender information were recorded for each participant. In total, 981 Yanomami individu-
als were enrolled in the study, with 707 (72%) recruited in the baseline, 838 (85.4%) during the
2 survey (November 2014) and 878 (89.5%) in the g survey (January 2015). During the fol-
low-up period, the minimum and maximum number of participants per village ranged from
197 to 235 (Taibrapa I/1I), 174 to 231 (Gasolina), 122 to 154 (Alapusi) and 214 to 282 (Cas-
tanha/Ahima). A total of 859 (87.5%) individuals participated in at least two cross-sectional
surveys, and 583 (59.4%) subjects were present in all three-cross sectional surveys.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230643 March 19, 2020 4/16



128

PLOS ONE Submicroscopic malaria infection in forest-dwelling Yanomami villages

In the current study, malaria infection was defined as the occurrence of any confirmed
malaria infection with or without symptoms according to the general guidelines proposed by
the WHO Malaria Policy Advisory Committee [14]. Malaria infections were confirmed by
either conventional light microscopy (microscopically-confirmed cases) or species-specific
PCR-based assays (submicroscopic infections). As malaria symptoms were not evaluated in
the study population, the terms “submicroscopic” and “asymptomatic” infection cannot be
used interchangeably. Here, submicroscopic infections refer to low density malaria infections
below the limit of detection of microscopy, as proposed by the WHO Evidence Review Group
on Low-Density Malaria Infections [15]

Microscopic diagnosis

Thick blood smears were stained with 10% Giemsa solution in phosphate buffer solution at
pH 7.2, and examined by light microscopy at the health facilities in Marari by trained micros-
copists, according to the malaria diagnosis guidelines of the Brazilian Ministry of Health [16].
All microscopically positive cases were treated immediately for malaria, according to the treat-
ment guidelines of the Brazilian Ministry of Health [17].

Molecular diagnosis

DNA extraction. Genomic DNA was extracted from DBS on FTA paper using a commer-
cial extraction kit (QIAamp DNA Blood Mini Kit, Qiagen), according to manufacturer’s
instructions. DNA was eluted in 150 ul of AE Buffer and stored at —2000B0030C until it was
used in the experiments. As an internal control for the DNA extractions, 10% of the extracted
samples were submitted to a PCR assay for the amplification of a constitutive human gene
(ABO blood group) using primers previously described [18], with modifications for a real-
time PCR assay.

Detection of Plasmodium species by PCR-based protocols. In order to improve the sen-
sitivity of molecular detection of malaria infection, each sample was submitted to at least two
PCR-based assays targeting the amplification of different plasmodial genes, i.e., the widely
used 18S small subunit ribosomal RNA (18S SSU rRNA) [19] and multi-copy non-ribosomal
sequences for the detection of P. vivax (Pvr47) and P. falciparum (Pfr364) [20]. The non-ribo-
somal PCR assays may identify co-infections that could be missed by the ribosomal PCR assay
[21]. Detailed PCR-based protocols are included as Supporting Information (S1 File). Briefly,
the real-time PCR amplification of non-ribosomal targets was conducted using species-specific
TagMan™ probes and the protocol as we described recently [21]. The amplification of 18S SSU
rRNA was carried-out using the protocol described by Rougemont and colleagues with modifi-
cation [22], which includes a pair of genus-specific primers with three different internal spe-
cies-specific TagMan™ probes, one each for P. falciparum, P. vivax and P. malariae. In case of
discordance between the different PCR protocols, samples were submitted to an additional
third PCR protocol also based on amplification of 185 SSU rRNA, as described previously [23].
If no consensus was obtained between the PCR assays, samples were considered as only genus-
positive (Plasmodium spp.). Concordance between at least two species-specific amplifications
was considered the minimum criteria to define mixed-species Plasmodium infection.

Statistical analysis

Demographic, epidemiological and parasitological data were entered into a database created
using the Epi Info™ software (Atlanta, GA, USA). For statistical analyses, the following vari-

ables were taken into consideration: gender, age, village of origin, malaria infection status at
enrollment and during the follow-up. Proportions were compared using 2x2 contingency
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tables with either chi-squared tests, adjusted by Yates’ continuity correction or Fisher’s exact
tests, as appropriate. Odds ratios (OR) were used to quantify the strength of the association
between variables. The statistical significance threshold was P < 0.05, with 95% confidence
intervals for all hypothesis tests. These analyses were performed using GraphPad InStat, ver-

sion 3 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Results

Malaria infection at enrollment

In our first baseline survey conducted in September 2014, we assessed malarial infection in
707 Yanomami individuals from Marari, with a median age of 14 years (IQR 6-33 years; range
1-79 years) and a male:female ratio of 1:1 (Table 1). Although the number of inhabitants var-
ied between villages (from 122 to 214), subjects were matched by age and gender. The fre-
quency of malaria infection, as detected by optical microscopy, was 1.55% (11 out of 707),
ranging from 0.46 to 2.3% between the villages (Table 1). Considering PCR-based protocols,
the proportion of positives was higher at 5.95% (42 out of 707), with significant differences
between villages that ranged from 1.4% (Castanha/Ahima) to 12.2% (Taibrapa-II) (Table 1).
Specifically, the likelihood of having malaria was significantly higher in Taibrapa-II (OR = 9.8,
95% CI 3.05-31.11, P < 0.0001) and Gasolina (OR = 5.2, 95% CI 1.64-17.49; P = 0.0068) com-
pared with Castanha/Ahima (Fig 3), while the odds of having malaria infection were not signif-

icantly different between Alapusi and Castanha/Ahima.

Overall, at enrollment, a similar proportion of P. vivax and P. malariae infections (35-33%)
were found in the study population, followed by P. falciparum (16%) and then mixed infec-
tions (9%). Of particular interest, P. malariae infections were largely restricted to Taibrapa-II
village, i.e., 12 out of all 14 P. malariae cases detected, suggesting highly localized transmission.
Four out of the total of 43 detected infections were mixed: P. malariae was present in all 4 of

Table 1. Baseline demographic, epidemiological and parasitological data from the first survey of the Yanomami villages studied in the Marari community, Amazo-

nas, Brazil, conducted in September 2014.

Characteristics at enrollment

Taibrapa-II" Gasolina Alapusi » Castanha/ Ahima“* Total

(n=197) (n=174) (n=122) (n=214) (n=707)
Gender ratio male:female ‘ 1:1.05 1:0.74 1:0.79 1:1.39 1:1
Age (years)
Median (IQR) 15 (6-35) 12 (5-30) 13(6.25-31) 15 (8-33.25) 14 (6-33)
Range 1-76 1-69 1-76 1-79 1-79
Malaria infection, positive (%)
Microscopy™** 4(2.0) 4(2.3) 2(1.6) » 1(0.46) 11 (1.55)°
PCR-based protocols ‘ 24 (12.2) 11 (6.3) 4(3.3) 3(1.4) 42 (5.95)°
Total 24(12.2) \ 12 (6.9)* 4(33) 3(1.4)° 43 (6.1)
IQR = interquartile range.
Microscopy (thick blood smears).
PCR = polymerase chain reaction.
* At the baseline, the inhabitants of Taibrapa were temporarily located in their alternative dwelling (Taibrapa-II).
“"Marari Health Unit.
***No statistical differences (Chi-square test, P = 0.4614).
S“*Different symbols indicate statistically significant differences between microscopy and PCR (Fisher’s exact test, P < 0.05).
“>“Different letters indicate statistically significant differences between the positivity per village (Fisher’s exact test, P < 0.05).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230643.t001
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Fig 3. Odds ratios (ORs) for the relative risk of malaria infection in each village compared with Castanha/Ahima (the village
with the lowest number of malaria infections, used as the reference). At first baseline survey, the inhabitants of Taibrapa were
temporarily located in their alternative residence (Taibrapa-II). Crude OR were obtained by using 2x2 contingency tables with a 95%
confidence interval (CI). P < 0.05 was considered significant. Malaria infection was confirmed by either conventional light
microscopy (microscopically-confirmed cases) or species-specific PCR-based assays (submicroscopic or low-density infections).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230643.9003

>

these mixed infections, while two had P. vivax and two P. falciparum. In three malaria-positive
samples, inconsistencies between different species-specific molecular methods did not allow
diagnosis of the particular Plasmodium species (i.e., the infections could only be diagnosed as
genus-positive).

Only microscopy detected malaria infections in individuals below 16 years old (Fig 4),
while PCR-based protocols were able to detect submicroscopic infections in all age groups-
including individuals above of 50 years old-showing that submicroscopic malaria infection
was prevalent among both children and adults (Fisher’s exact test P > 0.05 for all comparisons
between the different age groups) (Fig 4). The frequency of malaria infection was similar
between genders (S1 Fig).

Spatial and temporal dynamics of malaria prevalence

As the majority of malaria infections among the Yanomami were submicroscopic, we sought
to evaluate the spatial and temporal dynamics of malaria infection two and four months after
the first baseline survey. At these later times, the inhabitants of Taibrapa-II village were now
located in their alternative residence Taibrapa-I (Fig 1).

We observed that the number of malaria infections fluctuated both spatially and temporally
during the 4 month follow-up period, reflecting areas and periods with decreased (2™ survey)
and then increased (3™ survey) malaria positivity (Fig 5). Although malaria positivity varied
among villages (S1 Table), all cross-sectional surveys were characterized by a predominance of
submicroscopic infection. More specifically, while the overall prevalence of microscopic
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Fig 4. Prevalence of microscopic and submicroscopic malaria infection stratified by age at baseline survey.
Submicroscopic infections were determined by PCR-based protocols (PCR) and microscopic infections by
conventional Giemsa-stained thick blood smears (Microscopy).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230643.0004

infections ranged from 0.7 to 2%, PCR ranging from 3.6 to 8.7% (Fig 5), which corresponded
to a four to five-fold increase in the prevalence of malaria.

The prevalence of the three detected Plasmodium species also varied during the study
period (Fig 6). While the prevalence of P. vivax and P. malariae were similar during the first
baseline survey, P. vivax infections predominated at the time of the 2" and 3™ cross-sectional
surveys. A decrease in the prevalence of P. malariae infections at the time of the 2™ survey-
that occurred concomitantly with the migration of the inhabitants of Taibrapa to their

Baseline 2 months 4 months

-

T
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180

A6 g

4 AN NN
2 /A AN
A AN

7/ AANN
/658

a0 332338

CIAh << << ravine =
/ ¢ /’)'} 4
Prevalence (95% Cl) Al Al
Microscopy 1.5 (0.9-2.8)* 0.7 (0.3-1.5)2 2.0(1.3-3.2p
PCR 5.9(44-7.9p 3.6 (2.5-5.1)° 8.7(6.9-10.7) " PCR
Total 6.1(4.5-8.1) 3.7(2.6-5.2) 9.7(7.9-11.8)¢ B Microscopy

Fig 5. Radar charts showing the malaria prevalence by village over the 4-month study period. Three cross-sectional surveys were carried as
described in the legend of Fig 2 (baseline, and then 2 and 4 months later). On each radar chart the data are shown as the percentage of individuals
positive by either conventional microscopy or PCR-based methods. The 4 Yanomami villages are represented as Taibrapa (T-I or T-II, according to the
alternative residences used by the Yanomami during the study), Gasolina (G), Alapusi (Al) and Castanha/Ahima (C/Ah). The overall percentage of
positive individuals and their 95% confidence intervals for each survey are shown underneath their respective radar charts, with different letters (a-c)
indicating statistically significant differences between the surveys (Fisher’s exact test, P < 0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230643.9005
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Fig 6. Comparison of the frequency of species-specific positivity (P. vivax, P. malariae, P. falciparum and mixed
infections) during the study period (baseline, 2 and 4 months later).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230643.9006

alternate residence-resulted in a temporary increased in the prevalence of P. falciparum over
P. malariae. Regardless of the cross-sectional survey, the distributions of the species-specific
prevalences of malaria infection by age confirmed that microscopic infections were only pres-
ent in those under 16 years old, while submicroscopic infections were prevalent in all age
groups (Fig 7).

Consecutive blood samples taken from the 859 Yanomami studied allowed us to evaluate
within-individual variation in malaria positivity by either microscopy or PCR-based methods.
Of the 143 (16.6%) individuals who were positive to malaria at any time during the study (S2
Fig), only 12 (8.4%) had an additional positive sample, most of which were detected using
PCR-based protocols (S2A Fig) and were from young children (median age 3 yrs). With regard
to single-sample positivity, 35 (24.5%), 22 (15.4%) and 74 (51.7%) individuals were positive to
malaria at either the 1%, 2™ or 3™ survey, respectively (S2B-52D Fig). The median age of indi-
viduals with a single positive sample ranged from 9 to 11 years old, and there was no statisti-
cally significant difference between this age group and those of young children who had
consecutive positive samples (3 vs 9-11 yrs).

Discussion

Although malaria is known to cause a significant burden of disease for many populations of
indigenous people in Latin America, inequitable access to healthcare leads to sparse and frag-
mented data on malaria prevalence (7], which are likely to be underestimates due to the use of
conventional diagnosis by light microscopy. In order to provide more realistic estimates of
malaria prevalence among the Yanomami of the Amazon, we longitudinally surveyed both
microscopic and submicroscopic malaria infections in four villages of the Marari community
in northern Brazil. Using distinct multi-copy PCR-based protocols-ribosomal and more sensi-
tive non-ribosomal targets [21]-it was possible to demonstrate that in this group of semi-iso-
lated people approximately 75% to 80% of all malaria infections were submicroscopic, with the
ratio of submicroscopic to microscopic infections remaining stable overtime. These results are
important for disease control in the Brazilian Amazon region as individuals with submicro-
scopic malaria infection are likely to be asymptomatic and, therefore, remain an untreated and
potentially infectious reservoir [24]. The limited previously available data similarly report rela-
tively high prevalences of submicroscopic malaria infection among other communities of
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Fig 7. Species-specific malaria positivity stratified by age during the 4 month study period (baseline, 2 and 4 months later). Infections caused by P.
vivax, P. falciparum and P. malariae were determined by microscopy and/or PCR-based protocols, as described in the methods.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230643.9007

indigenous people in the region close to the border of the Brazilian Amazon, particularly in
Venezuela, for which most data are available [11, 25]. Although there is currently no consensus
regarding the contribution of submicroscopic malaria infection to the maintenance of malaria
transmission, recent findings indicate that such infections may (i) appreciably contribute to
the infectious reservoir, (ii) be long-lasting, and (iii) require more sensitive diagnostics in epi-
demiological settings with lower transmission [26]. Although our findings highlight that
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molecular diagnosis is more appropriate for the estimation of the prevalence of malaria in
indigenous people in the Amazon, surveillance of malaria infection remains a considerable
challenge in hard to reach isolated populations [2].

With regard to gender-related malaria positivity, we detected a similar prevalence of
infection in males and females. This result was not completely unexpected as in Yanomami
areas, in which transmission predominates outdoors around dwellings, socio-cultural habits
and the nomadic behavior of large family groups may result in similar levels of exposure for
both sexes [25, 27]. In forest-dwelling people, it has been shown that the cultural activities of
the entire family in close proximity of their house during the peak hours of vector activity
(e.g., going to the river early in the morning to bathe) may facilitate exposure to infection
[28]. In addition, the inhabitants of each Yanomami village reside under a single, temporary,
non-partitioned communitarian house (roughly 200 people per “shabono”), built in clear-
ings in the forest, which may also promote equal exposure of males and females to infected
mosquito bites. Submicroscopic malaria infection was also equally prevalent among adults
and children, but microscopically-detectable parasitemia was identified exclusively in chil-
dren and adolescents (<16 years old). Due to the limited sensitivity of light microscopy at
low parasite densities [29], it is possible to postulate an increased susceptibility of children
and adolescents to acute malaria with high levels of parasitemia. Although the current study
was not designed to investigate malaria morbidity, our findings are consistent with previous
reports showing that severe cases of malaria in Yanomami communities usually occur in
children under 10 years old [30]. According, a recent overview of the current state of health
of indigenous populations in Latin America confirmed the unfavorable scenario for children
and adolescents of persistent high morbidity and mortality rates from infectious and para-
sitic diseases [31].

In the current study, the prevalence of malaria differed considerably among the Yanomami
villages, suggesting high heterogeneity in malaria transmission at both spatial and temporal
micro-scales. Local variability in natural breeding habitats of anophelines may account for dif-
ferences in malaria prevalence between villages and surveys. In a previous study, we described
awide variety of larval microhabitats in the Yanomami area, including river-associated lakes,
temporary pools of rainwater and flooded areas, as well as forest streams and rivers [10]. Con-
sequently, different larval habitats with different intrinsic characteristics may result in a high
heterogeneity in larval density and Anopheles species between indigenous villages and commu-
nities [8]. Additionally, as the inhabitants of a given Yanomami village periodically travel as a
single large group, exposure to anopheline vectors may also fluctuate according to the time
they spend in different residences. During the current study, for example, the inhabitants of
Taibrapa traveled between their alternative residences (from Taibrapa-II to I). Coincidentally,
we detected a significant decrease in malaria prevalence among the inhabitants of Taibrapa
(between the 1¥ baseline to 2™ cross-sectional survey), possibly reflecting differences in vector
exposure between the residences. In addition, infections may be short-lived, and/or the rein-
troduction of malaria parasites may take time for local transmission to re-establish itself. Over-
all, our findings are important for guiding and implementing surveillance and control
measures, as they indicate that particular locations (i.e., villages) and specific periods of time
may be most appropriate for intervention.

Screening for species-specific malaria infections in consecutive cross-sectional surveys con-
firmed that P. vivax is the predominant malaria parasite species circulating in our study area,
with regard to both microscopic and submicroscopic infection. Plasmodium vivax may be able
to persist in the human population since it can relapse after variable periods of dormancy [32]
and because attempts at radical cure with primaquine often fail in isolated communities.
Indeed, P. vivax is typically the most prevalent species in the Amazon area, and the results
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presented here are consistent with its historical predominance in indigenous areas, previously
detected mainly by routine Giemsa-stained microscopy (7, 27, 30].

Although there was some variation in the prevalence of P. malariae between villages and
surveys, the molecular protocols we used confirmed that P. malariae is present and a fre-
quently detected malaria parasite species in our study area. Previous assessment of malaria
infection in the Yanomami indigenous territory also reported the circulation of P. malariae in
indigenous populations [11, 30, 33], which typically occurs in sympatry with other species of
Plasmodium [34]. Despite this, only low levels of mixed infection were detected by us, although
all but one of them (5 out of 6) included P. malariae. The occurrence of human P. malariae
infection in the forested areas inhabited by the Yanomami is consistent with the possibility
that monkeys may be acting as reservoirs, as P. malariae appears to be the same species as P.
brasilianum, which is a malaria parasite commonly found in New World monkeys [35]).
Given that P. malariae can be associated with renal complications, including acute kidney
injury and glomerulopathies (reviewed in [36]), our findings indicate that the effects of this
malaria parasite species on indigenous people in the Amazon should be systematically
investigated.

Although P. falciparum was much less prevalent than P. malariae, the results described here
demonstrated that this most pathogenic malaria parasite was present in all the villages studied
and infected young children. This is important because in the Venezuelan Amazon rainforest,
P. falciparum has been reported to have a higher prevalence among the Yanomami than other
ethnic groups [33]. Unfortunately, as illegal mining and timber operations have moved into
the forests of the Yanomami indigenous territory, the periodic introduction of P. falciparum
has increased [37]. Future studies are needed to evaluate the impact of this increased exposure
to P. falciparum on the health of Yanomami children.

Finally, our longitudinal study provided an exceptional opportunity to explore changes in
malaria parasite positivity over a 4 month follow-up period. Our results showed that only 8%
of all positive individuals remained positive in subsequent surveys, with most of such individu-
als being very young children (median age 3 years old). This observation-together with micro-
scopic malaria infections being more frequent in young children-is consistent with naturally-
acquired immunity increasing with age in the Yanomami population as a function of increased
exposure to malaria parasites. Clinical immunity to malaria is known to be acquired after
repeated parasite exposure, but its rate of acquisition varies widely depending on the intensity
of transmission and geographical setting (reviewed in [38]). Our data fit this epidemiological
pattern, with malaria parasite densities within infected individuals not remaining constant,
but fluctuating and declining with increasing age, and then eventually falling below the detec-
tion threshold of molecular assays [39]. Although we were not able to genotype malaria infec-
tions over time, it has been suggested that acquired immunity controls transmission mainly by
limiting blood-stage parasite densities rather than changing rates of acquisition or clearance of
infections [40]. Future studies of the Yanomami could evaluate individual infections based on
the patterns of persistence of individual genotypes (i.e., monitor fluctuations in clone-specific
malaria parasite density).

The current study had some limitations that should be taken into consideration when inter-
preting its results. Regarding the best time for consecutive sampling, a major challenge was the
remote location of the Yanomami villages within the Amazon forest, whose accessibility is sea-
sonal and dependent on small planes and local boats. Seasons in the Amazon rainforest are not
well-defined, and it is divided into the dry season and the wet season, each lasting about six
months. Despite this, our cross-sectional surveys covered months of both the dry season (Sep-
tember and November) and the rainy season (January). Consequently, we are confident that
the results presented here are representative of temporal variation in malaria prevalence
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associated with dry/wet seasons. Overall, our results confirm that molecular methods are a
much more sensitive diagnosis tool than traditional light microscopy for the identification of
malaria infection among the Yanomami, which are characterized by low-density parasitemias
and the circulation of multiple malaria parasite species. Unfortunately, a suitable protocol for
nucleic acid amplification (NAATS) in the field is not available yet [41]. Thus, innovative solu-
tions and cost-effective strategies that can accurately identify the real burden of malaria infec-
tion in remote and isolated areas are urgently required as part of the global initiative for
malaria elimination [42].
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$1 File. Conditions for the different PCR-based protocols used to amplify genes from P.
vivax, P. falciparum and P. malariae.
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S1 Fig. Prevalence of malaria according to age group (years) and gender (male and female).
Malaria positivity was defined by PCR-based protocols (PCR) or by conventional light micros-
copy (Microscopy). The number (#) of individuals in each age group is represented in the
respective bars.
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S2 Fig. Species-specific malaria positivity of each positive individual who participated dur-
ing the cross-sectional surveys. Each row represents a single individual coded (#) and
grouped according to their profile of positive samples in each of the three cross-sectional sur-
veys (columns I, I and III, respectively, of the colored matrix). (A) shows individuals who
were positive in at least two of the three cross-sectional surveys (n = 12). (B), (C) and (D) show
individuals who were positive in only one of the three cross-sectional surveys: either (B) the 1**
baseline survey (I; n = 35), (C) the gnd survey (II, n = 22) or (D) the 3rd survey (III; n = 74). Spe-
cies-specific PCR positivity is represented using different colors, as indicated in the legend: P.
vivax (Pv) in light blue; P. falciparum (Pf) in dark blue; P. malariae (Pm) in orange; and mixed
infections by the other different colors. The dark dot (s) inside each square indicates positivity
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lage was coded as according to the legend of Fig 5.
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