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RESUMO

LIMA, N. F. Métodos moleculares para deteccdo e quantificacio de gametdcitos de
Plasmodium. 2012. 91 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia da Relacdo Patdgeno
Hospedeiro) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2012.

A detecgdo microscopica de gametdcitos pode subestimar sua prevaléncia e induzir a uma
avaliagdo err6nea do potencial de transmissdo da maldria em areas endémicas, mantendo
desconhecida a real proporgao de individuos infectados que sdo potenciais transmissores da
doenca. Este trabalho teve como objetivo a padronizacdo de métodos moleculares para
deteccdo e quantificacdo de gametdcitos de P. falciparum e P. vivax. Descrevemos um
método de transcricdo reversa (RT) seguida por PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR),
gue tem como alvo transcritos do gene pvs25 e pfs25 presentes apenas em gametocitos
maduros dessas espécies. Detectamos transcritos de pvs25 em 53 das 55 (96,4%) amostras
sanguineas provenientes de individuos infectados por P. vivax, diagnosticados durante um
estudo de corte realizado em um assentamento agricola localizado no sul do estado do
Amazonas. qRT-PCR foi mais sensivel do que a RT-PCR convencional, que tem como alvo o
mesmo gene. Padronizamos uma PCR aninhada para deteccdo de gametdcitos de P. vivax
em amostras colhidas em membranas FTA, com base no mesmo alvo molecular, obtendo
resultados positivos em 71,4% (23/35) das amostras de P. vivax testadas. A estimativa do
numero de transcritos do gene pvs25 permitiu examinar a potencial infecciosidade de
portadores de gametdcitos de forma quantitativa. Descobrimos que a maioria (61,9%) dos
portadores de gametdcitos sdo assintomdticos ou tem parasitemias subpatentes e ndo
teriam sido detectados pelas estratégias de controle de rotina da malaria. No entanto, esses
portadores de gametdcitos ndo identificados, geralmente possuem baixas densidades de
gametocitos e contribuem com uma pequena fragdo (até 4%) da carga global de gametdcitos
na comunidade. Assim, mais estudos sdao necessdrios para determinar a contribuicao
relativa, para a transmissdo da malaria, das infec¢des assintomaticas de longa duragao mas
com baixas densidades de gametdcitos, que ndo sdo diagnosticadas e tratadas.

Palavras-chave: Malaria. Plasmodium. Gametécitos. Diagndstico. Real time PCR.



ABSTRACT

LIMA, N. F. Molecular methods for detection and quantification of gametocytes of
Plasmodium. 2012. 91 p. Masters thesis (Biology of the Relation Pathogen-Host) — Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2012.

The microscopic detection of gametocytes may underestimate their prevalence, leading to
an inaccurate assessment of the potential for malaria transmission in receptive areas and a
poor estimate of the proportion of infected individuals who are infectious. We aimed to
standardize molecular methods for detection and quantification of gametocytes of
Plasmodium falciparum and Plasmodium vivax. Here, we describe a quantitative reverse
transcriptase (RT) real-time PCR (qRT-PCR) that targets transcripts of the mature
gametocyte-specific pvs25 gene. We found mature gametocytes in 53 of 55 (96.4%) P. vivax
infections diagnosed during an ongoing cohort study in a farming settlement located in the
southern of Amazonas state. SYBR green qRT-PCR was more sensitive than a conventional
RT-PCR that targets the same gene. We also standardized a nested PCR, with the same
target, for detecting P. vivax gametocytes in blood samples spotted onto FTA membranes
and obtained positive results in 71.4% (23 of 35) samples tested. Most (61.9%) gametocyte
carriers were either asymptomatic or had subpatent parasitemias, and would have been
missed by routine malaria control strategies. However, potentially undiagnosed gametocyte
carriers usually had low-density infections and contributed a small fraction (up to 4%) to the
overall gametocyte burden in the community. Further studies are required to determine the
relative contribution to malaria transmission of long-lasting but low-density gametocytemias
in asymptomatic carriers that are left undiagnosed and untreated.

Keywords: Malaria. Plasmodium. Gametocytes. Diagnosis. Real-time PCR.
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1.1 A Malaria

A maldria é uma infeccdo potencialmente grave e a mais importante das parasitoses,
ocasionando significante morbidade e mortalidade no mundo. Atualmente, considera-se que
cinco espécies de plasmddios sdo causadores de infeccdo em seres humanos: Plasmodium
falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2011). A infeccdo por essas diferentes espécies tem suas caracteristicas préprias, bem como
apresenta diferencgas nas suas areas de distribuicdo.

Plasmodium falciparum e P. vivax sao os principais parasitos causadores da doenca e
sdo responsaveis pela maior parte dos casos de malaria em todo o mundo. Plasmodium
falciparum é considerada a espécie mais virulenta devido aos elevados niveis de mortalidade
aos quais se encontra associada, principalmente na Africa (MENDIS et al., 2001). No que se
refere a distribuicdo geografica, entretanto, P. vivax é a espécie mais amplamente
distribuida no mundo (GUERRA et al.,, 2010). Estima-se que em 2010, 2.480 bilhGes de
pessoas viviam em areas de risco para P. vivax, a grande maioria vivendo na Asia Central
(82%) com fragcBes muito menores no Sudeste da Asia (9%), Américas (6%) e Africa (3%) (HAY
et al., 2012). Além disso, estudos realizados tém mostrado que a infec¢do por essa espécie
também pode causar manifestagcdes graves, incluindo insuficiéncia renal, insuficiéncia
respiratdria e anemia grave, além de outras complicacdes, mostrando que a malaria vivax
ndo é tdo benigna como anteriormente se pensava (ANSTEY et al., 2009; KASLIWAL et al.,
2009; KOCHAR et al., 2005).

A malaria mantém-se como um dos maiores problemas globais de salde publica,
colocando em risco cerca de 3,3 bilhdes de pessoas, quase metade da populacdo mundial
(Figura 1). E transmitida em 106 paises, a maioria deles situada em d&reas tropicais e
subtropicais, onde a temperatura e a pluviosidade propiciam o desenvolvimento do parasito
em seus vetores, insetos do género Anopheles (WHO, 2011).

Em 2010, foram registrados cerca de 250 milhdoes de casos de maldria em todo o
mundo, dos quais 91% causados por P. falciparum. A maioria dos casos (85%) ocorreu na
Africa subsaariana, seguida pelo Sudeste Asiatico (10%) e o Oriente Médio e Norte da Africa
(4%) (WHO, 2010). Entre os anos de 2000 e 2009, observou-se tendéncia de aumento no
numero de casos até 2005, com declinio a seguir, atribuido ao sucesso parcial das medidas

de vigilancia e controle da malaria em escala global. Nas Américas, reduziu-se em 42% o
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numero de casos de malaria registrados entre 2005 e 2009. O relatério da Organizacao
Mundial da Saude mostrou também que o niumero de ébitos por maldria no mundo diminuiu
em cerca de 20% entre 2000 e 2009, com a regido das Américas sendo responsavel pela

maior redugao proporcional (48%) (WHO, 2010).

Figura 1 - Distribuicdo das areas sob risco de transmissdao de maldria no mundo, em 2010.
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Fonte: WHO, 2011.

Estas estimativas globais sdo um resultado direto da crescente capacidade de recolher
e assimilar grandes conjuntos de dados, que permite o monitoramento de tendéncias na
incidéncia de maldria e prevaléncia do parasito. Estas estimativas em larga escala de paises
onde a malaria é endémica (GUERRA, 2008), juntamente com exemplos de paises
especificos, tém destacado a tendéncia recente de reducdo da intensidade de transmissado
da malaria em muitas dreas endémicas. Essas andlises tém, pelo menos em parte,
estimulado (ou reestimulado) a agenda de eliminacdo da malaria (MENDIS, 2009). Embora
haja muito debate sobre os fundamentos e provavel sucesso dos programas de eliminacao,
as discussdes em curso levaram a uma reavaliacdo das atuais estratégias para reduzir ou

acabar com a transmissdo dos plasmddios humanos.
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O controle da malaria baseia-se atualmente no tratamento dos individuos infectados e
no tratamento profildtico de populagées que residem em areas de alto risco, além do
controle do mosquito vetor, que é realizado pela borrifacdo intradomiciliar de inseticidas e o
uso de mosquiteiros impregnados com inseticidas (KAPPE et al., 2010).

A transmissdo da malaria de um hospedeiro humano infectado para um mosquito
suscetivel é mediada por estagios sexuados altamente especializados, os gametdcitos. Um
importante determinante da transmissdo é a frequéncia com que o vetor se alimenta em
hospedeiros infectados com densidades de gametdcitos suficientes em seu sangue
periférico. Portanto, é extremamente importante definir o reservatério infeccioso da malaria
dentro de uma drea, isto é, as pessoas capazes de transmitir a malaria aos mosquitos, ja que
este reservatodrio constitui a parcela da populagdo que deve ser alvo das intervencgdes para

diminui¢do da transmissao da maldria (BOUSEMA; DRAKELEY, 2011).

1.2 A Malaria no Brasil

A maldria permanece entre as principais endemias parasitdrias brasileiras. Entre 1970 e
meados da década de 1990, a incidéncia anual de maldria no Brasil multiplicou-se por dez,
estabilizando-se por vérios anos em torno de 500.000 casos anuais, dos quais mais de 99%
sao adquiridos na Regidao Amazdnica (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2008). De
acordo com a Organizacdo Pan-Americana de Saude (PAHO, 2009), em 2008 o numero de
casos clinicos de malaria no Brasil correspondia a 56% de todos os casos relatados nas
Américas e no Caribe, sendo que 42% destes casos foram relatados no Estado do Amazonas.

Em 2011, 265.919 casos foram registrados, com mais de 99% das notificacOes
provenientes da Amazonia Legal, que compreende os estados do Amazonas, Pard, Acre,
Roraima, Rondo6nia, Amapd, Mato Grosso, Tocantins e Maranhdo, onde a transmissdao da
doenca geralmente estd relacionada as condi¢des ambientais e socioculturais (OLIVEIRA-
FERREIRA et al., 2010; SISTEMA DE INFORMACAO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2012).
Segundo o Ministério da Saude, mais de 60% do territorio brasileiro possui condi¢Oes
propicias a transmissao da doenca, sendo o principal vetor no Brasil o mosquito da espécie
Anopheles darlingi, que esta amplamente distribuido no pais.

Dados do Programa Nacional de Controle da Malaria revelaram que, em 2009, apenas

trés estados, Amazonas, Para e RondoOnia, registraram 78% dos casos de malaria,
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aproximadamente 240 mil infec¢des confirmadas por microscopia. Nestes estados, a grande
maioria dos casos foi diagnosticada em residentes da zona rural, mas ha registros também

nas areas urbanas, de cerca de 15%.

Figura 2 - Distribuicdo dos casos de malaria no Brasil.
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Entretanto, é na regido extra-amazonica que se observa a maior letalidade da
maldria, seja devido ao diagndstico tardio, seja devido ao manejo inadequado dos casos
esporadicos importados de areas endémicas ou mesmo autdctones em poucos estado
(Sistema de Informacao de Vigilancia Epidemioldgica, 2010).

Dentre as trés espécies de plasmddios humanos transmitidas no Pais, P. vivax é a
espécie responsavel por 83,7% dos casos, embora P. falciparum e P. malariae também sejam
encontradas, em menores proporcoes (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

O risco de contrair malaria ndo se mostra uniforme no Brasil. A estratificacdo de risco
é baseada em um indicador, a incidéncia parasitaria anual (IPA), que corresponde ao nimero
de infeccGes diagnosticadas em cada localidade ao longo de um ano dividido por sua

populacdo. Com base no IPA, definem-se dreas de alto risco (IPA maior que 49,9 casos de
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malaria/1.000 habitantes), médio risco (IPA, entre 10 e 49,9 casos/1.000 habitantes) e baixo
risco (IPA de 0,1 a 9,9 casos/1.000 habitantes) (SARAIVA et al., 2009). E possivel observar
gue, apesar das diversas estratégias de controle aplicadas no pais, os niveis de transmissdo
estdo em constante mudanga, e isso requer um monitoramento frequente a fim de

aperfeicoar o alcance e eficacia das medidas empregadas (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010)

Figura 3 - Areas de transmiss3o de malaria no Brasil, do ano de 2000 e 2008, de acordo com
o Indice Parasitario Anual (IPA).
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IPA baixo: < 10 casos; IPA médio: 10 a 49,9 casos; IPA alto: > 50 casos notificados.
Fonte: OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010.

As populagdes migrantes com escassa imunidade e moradias precdrias geralmente
possuem as condi¢cdes mais propicias para a infeccdo. As florestas tropicais correspondem as
areas de alto risco, pois a populagao esta mais exposta e ha maior densidade de mosquitos
transmissores. PopulacGes mais antigas, residentes em florestas menos densas, com
infraestrutura social mais desenvolvida, possuem niveis elevados de protecao. As dreas em
gue vivem apresentam geralmente médio risco, pois tém menor densidade de A. darlingi,
com reativacdo focal e predominio de P. vivax. As areas de baixo risco sdo aquelas com
incidéncia de maldria instavel, apresentando popula¢gdes com infraestrutura social bem
desenvolvida, onde a transmissdo foi interrompida, mas ainda conserva o potencial de
surtos da doenca. As areas sem risco sao aquelas com auséncia de fatores epidemiolégicos

necessarios para a transmissdo de maldria (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1996).
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1.3 Ciclo de vida de Plasmodium e o desenvolvimento de gametdcitos

A transmissdo natural da maldria ocorre quando fémeas de mosquitos anofelinos
inoculam no hospedeiro vertebrado, durante seu repasto sanguineo, as formas infectantes
do parasito, denominadas esporozoitos. Embora os esporozoitos possam ser injetados
diretamente nos capilares sanguineos do hospedeiro, a maior parte deles é inoculada no
tecido subcutdneo (AMINO et al.,, 2006; PRUDENCIO; RODRIGUEZ;, MOTA, 2006;
VANDERBERG, FREVERT, 2004). Aproximadamente 70% dos esporozoitos alcangam a
circulagdo sanguinea; os 30% restantes invadem o sistema linfatico, apesar de alguns
conseguirem se desenvolverem em formas similares as formas exoeritrocitarias, sao
fagocitados por células dendriticas (PRUDENCIO; RODRIGUEZ; MOTA, 2006).

Pela circulagdo sanguinea os esporozoitos migram ate o figado onde, apds atravessar
as células de Kupffer, penetram nos hepatdcitos. Nos hepatdcitos, os esporozoitos se
multiplicam por reproducdo assexuada (esquizogonia), originando milhares de merozoitos
hepaticos (15.000 a 40.000, dependendo da espécie). O desenvolvimento nas células do
figado requer aproximadamente uma semana para o P. falciparum e P. vivax e cerca de duas
semanas para o P. malariae. Nas infec¢bes por P. vivax e P. ovale, o mosquito inocula
distintas populagGes de esporozoitos; algumas se desenvolvem rapidamente enquanto
outras ficam quiescentes (hipnozoitos) no figado do hospedeiro e podem ser reativadas
mediante sinais pouco compreendidos (KROTOSKI, 1985). A producdo de hipnozoitos
dificulta ainda mais o controle da doenca, pois, apesar de tratados, alguns individuos ainda
apresentam recaidas apds periodos varidveis de incubacao (GARCIA, 2010).

Os merozoitos liberados na corrente sanguinea possuem vida curta e sdo altamente
suscetiveis a fagocitose. Por isso, rapidamente invadem os glébulos vermelhos, iniciando o
ciclo assexuado eritrocitario (BAER et al.,, 2007). Os merozoitos, apds invadirem os
eritrocitos, transformam se em trofozoitos jovens e, posteriormente, em trofozoitos
maduros e esquizontes que, por esquizogonia, originardo outros merozoitos capazes de
infectar novos eritrocitos.

A fase eritrocitdria do parasito coincide com a patogenia e as manifestagdes clinicas da
maldria, caracterizadas por sindromes febris ciclicas (paroxismo malarico), que variam de 48

a 72 horas, de acordo com a espécie, acompanhadas de mal-estar, cefaleia, cansaco, mialgia,
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entre outros. O inicio dos sinais clinicos pode variar, dependendo da espécie, de 7 a 15 dias
apos a inoculagao de esporozoitos (BAER et al., 2007).

Além dos sintomas citados acima, que correspondem a um quadro de maldria ndo
complicada, pode ocorrer um agravamento do quadro infeccioso, com surgimento de
hemorragia, convulsdo, edema pulmonar, dentre outros, levando a quadros de maldria
grave. Diversos fatores, como a espécie e quantidade de parasitas circulantes e o grau de
imunidade do hospedeiro, podem influenciar o quadro clinico da malaria. Os grupos com
manifestacbes mais graves sdao as gestantes, criancas e primoinfectados. Na malaria, os
quadros mais severos ocorrem em infec¢des pelo P. falciparum.

Uma fracdo dos merozoitos liberados a partir de glébulos vermelhos infectados se
diferencia em estagios sexuais do parasito, os gametdcitos (STURM et al., 2006). Enquanto
os estagios assexuados do ciclo de vida sdo responsaveis pela doenca clinica, os gametdcitos
sdo responsdveis pela transmissdo do parasito do hospedeiro vertebrado ao vetor (BABIKER
et al., 2008).

Na transmissdo do parasito ao mosquito, gametdcitos maduros presentes na
microvasculatura dos hospedeiros vertebrados sdo ingeridos durante o repasto sanguineo
realizado pelo inseto. Mudangas ambientais abruptas, como a queda na temperatura de
aproximadamente 5 °C e aumento no pH de 7,4 a 8 para 8,2, desencadeiam a saida dos
parasitos dos eritrécitos em aproximadamente 20 minutos (BILLKER et al., 1997). Cada
gametdcito masculino se transforma em oito microgametas méveis, apds trés ciclos de
replicacdo extremamente rdpidos do genoma seguido pela divisdo nuclear e montagem do
axonema; ja os gametdcitos femininos saem do eritrdcito ja como um macrogameta.

No intestino médio do mosquito, a fusdo de gametas resulta na formacdo de um
zigoto que se desenvolve em um oocineto tetrapldide moével, que pode penetrar na parede
do intestino médio e apds meiose, formar oocistos. Os oocistos aumentam de tamanho ao
longo do tempo e rompem-se para liberar esporozoitos que migram para a glandula salivar
do mosquito, tornando o mosquito capaz de transmitir o parasito para os hospeiros

vertebrados (ALANO, 2007; BOUSEMA; DRAKELEY, 2011).
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Figura 4 - Ciclo de vida de Plasmodium e desenvolvimento de gametdcitos de Plasmodium
falciparum.
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Fonte: Bousema e Drakeley, 2011.

1.4 Gametdcitos: morfologia e biologia

A transicdo do parasito de um ambiente relativamente estdvel e protegido,
encontrado no interior dos eritrocitos do hospedeiro humano, para o limen do intestino
médio do mosquito vetor, obviamente, requer do parasito, caracteristicas
consideravelmente diferentes. Por este motivo, gametdcitos sdao marcadamente diferentes
dos seus precursores assexuados. Analises iniciais de transcriptoma e proteoma de
gametdcitos mostrou que a mudanca da fase assexuada para o desenvolvimento sexual,

envolve uma reprogramacgdo significativa da atividade de transcricao, resultando na
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expressao especifica ou regulacdo positiva de mais de 25% dos 5.500 genes do genoma de
Plasmodium durante o desenvolvimento sexual e formagao do zigoto (FLORENS et al, 2002;
HAYWARD et al., 2000; LASONDER et al., 2002; LE ROCH et al., 2003). Estes resultados
refletem a natureza altamente especializada dos gametdcitos.

O desenvolvimento de gametdécitos pode ser dividido em cinco estagios
morfologicamente reconheciveis (HAWKING; WILSON; GAMMAGE, 1971) (Figura 3), em que
eles crescem e se alongam ocupando gradualmente a maior parte do eritrécito (BAKER,
2010). As caracteristicas morfolégicas mais marcantes sdo a presenca do citoesqueleto
subpelicular baseado em microtibulos e membrana dupla circundante, que criam sua forma
caracteristica (MESZOELY et al., 1987).

As diferencas entre gametdcitos femininos e masculinos em P. falciparum tornam-se
morfologicamente mais aparente a partir estagio IV, quando sdo caracterizados por uma
forma alongada com extremidades pontiagudas (Figura 3). Gametdcitos femininos sdo
caracterizados por um nucleo relativamente pequeno, com um nucléolo e pigmento
concentrado. O nucleo é maior e o pigmento mais difuso em gametdcitos masculinos, que
parecem ndo ter um nucléolo e aparecem em laminas coradas com Giemsa, como células cor
de rosa, ao contrario dos femininos que se coram em violeta (BOUSEMA; DRAKELEY, 2011),
jd os gametdcitos de P. vivax de ambos os sexos sdo grandes, redondos ou ovais,
preenchendo quase todo o eritrdcito do hospedeiro.

Gametdcitos de P. falciparum sdo detectdveis na circulacdao sanguinea 7 a 15 dias
apos a onda inicial de parasitas assexuados de que sdo derivados, isso acontece, pois
durante a infeccdo, gametdcitos imaturos sao sequestrados da circulagdo no hospedeiro,
presumivelmente para evitar eliminagdo imune no baco e uma vez maduros (fase V), voltam
para a circulagao ficando, assim, acessiveis aos mosquitos. Gametécitos maduros de P. vivax,
em contraste com os de P. falciparum, encontram-se na corrente sanguinea no inicio do
curso da infecgdo, muitas vezes antes do surgimento dos sintomas e de que o tratamento
seja iniciado. Como consequéncia, uma transmissao significativa de P. vivax pode persistir
mesmo em areas onde o diagndstico seja realizado brevemente e o tratamento realizado
adequadamente (BOUSEMA; DRAKELEY, 2011; SATTABONGKOT et al., 2004).

Estudos sobre a biologia de gametdcitos de P. vivax a nivel celular e molecular tém
sido complicados pelo fato de que a cultura de rotina de P. vivax, por mais de algumas

semanas, ainda ndo foi estabelecida (UDOMSANGPETCH et al., 2008). Nossa compreensdo
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atual sobre gametécitos de P. vivax é amplamente baseada em infeccdes naturais e

experimentais dos seres humanos (BOUSEMA; DRAKELEY, 2011).

1.5 Gametocitogénese

Apesar de Plasmodium ter sido descoberto hd mais de um século através da
observacdo da exflagelacdo de microgametas masculinos em uma gota de sangue extraida
de um paciente com maldria, a gametocitogénese no hospedeiro humano é, ironicamente, a
parte menos compreendida do ciclo de vida do parasito (PRICE et al., 1996). Embora um
progresso significativo tenha sido feito nesta area, permanecem ainda muitas questdes
abertas para investigacao.

A gametocitogénese é o processo pelo qual gametécitos masculinos e femininos se
desenvolvem a partir de parasitos assexuados. A decisdao de desenvolvimento para entrar
em gametocitogénese ocorre durante a formacdo assexuada do esquizonte, que pode
comprometer sua descendéncia inteira de merozoitos quer para se desenvolver mais uma
vez de forma assexuada, ou para entrar em diferenciagao sexual (TALMAN et al.,2004).

Dados recentes indicam que parasitos assexuados comprometidos com a via sexual
podem estar presentes logo no primeiro ciclo de replicagdao assexuada em infec¢des por P.
falciparum (SCHNEIDER et al.,2004), e em trabalho com P. berghei, mostrou que alguns dos
merozoitos produzidos por esquizontes exoeritrocitarios podem se diferenciar diretamente
em gametdcitos sem uma intervencdo da esquizogonia eritrocitica (KILLICK-KENDRICK;
WARREN, 1968).

N3o se sabe até que ponto a gametocitogénese é um processo estocdstico, no qual
uma subpopulacdo de parasitos assexuados aleatoriamente se diferencia em estagios
sexuais, ou se é especificamente estimulada por fatores ambientais, como o tratamento
medicamentoso, a anemia ou a resposta imune do hospedeiro (KUEHN; PRADEL, 2010).

Estudos observacionais associaram a presenca de gametdcitos com o aparecimento
dos sintomas clinicos (DRAKELEY et al., 2006), estresse imunoldgico, e com fatores ligados a
anemia (NACHER, 2002). A presenca de infec¢cdes de gendtipos mistos do parasito também
pode afetar a gametocitemia; infec¢Ges mistas com P. falciparum, por exemplo, mostraram-
se relacionadas com a diminuicdo do risco de ambas as espécies produzirem gametdcitos (no

caso de P. vivax), e aumento do risco (no caso do P. malariae) em comparacdo com
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infeccdes com uma Unica espécie. Em infeccdes multiclonais por P. falciparum, gendtipos
individuais tém sido mostrados produzindo gametdcitos simultaneamente e, em
comparacdo com infec¢des simples, esses gametdcitos persistem por um maior periodo de
tempo (BOUSEMA et al., 2008; NWAKANMA et al., 2008; PRICE et al., 1999).

E bem conhecido que isolados de P. falciparum mantidos em cultura continua, por
um longo periodo de tempo, podem perder a capacidade de produzir gametdcitos, em um
caso especifico, causado por uma delecdo de parte do braco direito do cromossomo 9. Esses
achados indicam que existem fatores intrinsecos relacionados a producdao de gametdcitos
onde genes no cromossomo 9 tem algum papel na gametocitogénese. Um trabalho posterior
demonstrou que as cepas do parasito com o gene Pfgig interrompido dentro desta regido no
cromossomo 9, possuia a producdo de gametdcitos reduzida em cinco vezes (GARDINER et
al., 2005).

Assim como os mecanismos moleculares que desencadeiam a gametocitogénese, os

fatores que determinam o sexo de gametdécitos sdo também pouco compreendidos.
Plasmodium nao possui cromossomos sexuais, um clone do parasito pode produzir tanto
gametdcitos masculinos como gametdcitos femininos que podem se auto-fertilizar (SINDEN,
1983). O sexo dos gametocitos é determinado no inicio da fase de compromisso sexual, e
todos os merozoitos libertados a partir de um esquizonte comprometido sexualmente torna-
se somente gametdcito masculino ou somente gametdcito feminino (SILVESTRINI; ALANO;
WILLIAMS, 2000).
Caracteristicas morfoldgicas sexuais especificas aparecem nos gametdcitos apds 22-26 horas
da maturacio em P. berghei (JANSE; AGUAS, 2004), e por volta do sexto dia no
amadurecimento em P. falciparum (ALANO; BILLKER, 2005). A evidéncia de que o sexo do
gametdcito é predeterminado no esquizonte comprometido sexualmente (SILVESTRINI;
ALANO; WILLIAMS, 2000), sugere, no entanto, que gametdcitos femininos e masculinos se
diferenciam molecularmente muito antes na maturac¢do do que quando o dimorfismo sexual
se torna aparente.

Estudos de proteOmica revelaram que gametdcitos masculinos e femininos sdo
molecularmente muito mais diferentes do que o previsto pela sua morfologia. Apenas 69
proteinas especificas de gametdcitos (de um total de 406) sdo compartilhadas por ambos os
sexos. Além das 302 proteinas compartilhadas por ambos os sexos e pelos estagios

assexuados, o proteoma de gametdcitos masculinos continha o maior percentual (36%) das
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proteinas especificas, caracterizadas por varias moléculas envolvidas na motilidade flagelar e
na rapida replicagdo do genoma, enquanto que 19% das proteinas de gametdcitos femininos
foram exclusivas para este sexo (KHAN et al., 2005).

As razdes entre gametdcitos femininos e masculinos sao tipicamente enviesadas para
o sexo feminino. Isto é intuitivamente correto, uma vez que gametdcitos masculinos podem
produzir até oito microgametas e, portanto, fertilizar varios gametas femininos, ja que cada
um é derivado de um unico gametdcito feminino (PAUL; BREY; ROBERT, 2002). Niveis
consideraveis de endogamia sdo encontrados em populagdes de parasitos, podendo sugerir
que a estratégia ideal de transmissao é de assegurar um equilibrio entre microgametas
masculino e macrogametas femininos no intestino médio do mosquito.

A proporc¢do entre gametdcitos femininos e masculinos tem um impacto imediato no
sucesso de transmissdo (MITRI et al., 2009), e a proporcdo ideal varia em diferentes
circunstancias. Razbes de 3 ou 4 gametdcitos femininos para 1 masculino sdo comumente
observados em infeccdes naturais por P. falciparum , mas ha variacbes na proporc¢do de

sexos entre clones e durante o curso das infec¢des (BOUSEMA; DRAKELEY, 2011).

1.6 Métodos moleculares para detec¢ao de gametdcitos

O exame microscépico de esfregaco sanguineo é o exame de rotina utilizado para
detectar Plasmodium. No entanto, este método tem limitacdes inerentes, com um limite de
deteccdo de aproximadamente 10-20 parasitos/pul, dependendo da preparagdo do esfregaco
sanguineo, da experiéncia do microscopista, do método de contagem e do tempo gasto para
a contagem. Assim, a microscopia de rotina muitas vezes resulta em subestimacdo da
prevaléncia do parasito e imprecisdao das contagens, especialmente para gametdcitos que
durante a infeccdo malarica, sdo encontrados na circulacdo dos pacientes em densidades
muito mais baixas do que as fases assexuadas e frequentemente situadas em um nivel perto
ou abaixo do limiar de detecgdo microscépica (DRAKELEY et al., 2006). Em infec¢Ges por P.
vivax, por exemplo, que s3ao caracterizadas por baixas parasitemias, somente 2% dos
estagios sanguineos circulantes sdo gametodcitos (MCKENZIE et al.,, 2006). Portanto, a
deteccdo microscopica de gametdcitos pode subestimar sua prevaléncia e, assim, induzir a

uma avaliacdo err6bnea do potencial de transmissdo da maldria em dareas endémicas,
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mantendo desconhecida a propor¢cdo de individuos infectados que sdo potenciais
transmissores da doenga.

A subestimacdo de gametdcitos por microscopia e presenca de niveis sub-
microscopicos foram suspeitados por muitos anos, pois pacientes com esfregacos
sanguineos negativo eram capazes de infectar mosquitos (SCHNEIDER et al., 2006).
Entretanto, evidéncias diretas de infecciosidade dos niveis submicroscdpicos de gametdcitos
para os mosquitos sé foram mostradas recentemente, com os métodos moleculares recém-
desenvolvidos para a deteccdo e quantificagdo de gametdcitos, cuja sensibilidade é
suficiente para detectar e quantificar gametdcitos em densidades muito baixas. Esta
abordagem tem contornado a limitacdo da microscopia e proporcionou uma sensivel,
especifica e poderosa ferramenta para o diagndstico e pesquisa, permitindo estudos sobre a
biologia e epidemiologia de gametdcitos em infec¢des naturais.

Portadores submicroscépicos de gametdcitos existem em uma frequéncia maior do
qgue a esperada e em todos os niveis de endemicidade (BDEL-WAHAB et al., 2002;
SCHNEIDER et al.,, 2006), e mais importante, trazem contribuicdes considerdveis a
transmissdao (SCHNEIDER et al., 2007). Embora pareca improvavel que densidades abaixo de
0,3 gametécitos por pL possam infectar mosquitos suscetiveis, as densidades
submicroscopicas (isto é, abaixo de dez gametdcitos por L) e acima desse limiar tém sido
mostrados como sendo infectantes (SCHNEIDER et al., 2007). Nossa compreensdo sobre a
prevaléncia e relevancia de baixas densidades de gametdcitos tem sido também facilitada
enormemente pelo uso de ferramentas de deteccdo molecular. Estudos mostram que o
numero de cépias de transcritos de RNA especifico de gametdcitos maduros em amostras de
sangue, prevé o sucesso da infeccdo experimental de mosquitos anofelinos (BHARTI et al.,
2006; CHANSAMUT et al., 2012).

Ferramentas moleculares de deteccdo de gametdcitos sdo baseadas na amplificacdo
de transcritos de mRNA que s3ao exclusivamente expressos durante as fases do gametdcito.
RNA ¢é exigido especificamente para deteccdo de gametdcitos, visto que os parasitos
assexuados também carregam a codificacdo de DNA dos transcritos de RNA especifico dos
gametdcitos (BABIKER; SCHNEIDER, 2008). Alguns desses transcritos sdo sintetizados em
coordenacdao com periodos especificos do desenvolvimento do gametécito podendo,
portanto, ser utilizados como marcadores apropriados para o diagndstico de diferentes

estagios do seu desenvolvimento (BAKER, 2010; PRADEL, 2007).
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Um procedimento de deteccdo de gametdcitos com base em transcricdo reversa
seguida de PCR (RT-PCR) foi desenvolvido com base na detec¢do de transcritos especificos
do gene pfs25 e de seu ortdlogo em P. vivax, pvs25. Quando submetidos a
gametocitogénese, os parasitos entram em um periodo de intensa sintese de RNA. Entre as
proteinas que sdo produzidas rapidamente e em grandes quantidades apds a ativacdo do
gametdcito no intestino médio do mosquito, estd a proteina de superficie Pfs25 e Pvs25 em
P. falciparum e P.vivax respectivamente (VERMEULEN, 1986). Esta proteina e, suas
moléculas de mRNA s3o especificas para gametdcitos maduros e para as fases de zigoto e
oocineto em que sao transformados. Ambos, Pfs25 e Pvs25, e seus mRNAs estdo totalmente
ausentes na fase assexuada dos parasitos de P. falciparum e P. vivax.

Transcritos de Pfs25 e Pvs25 sdo o alvo principal de métodos para a deteccdo e a
guantificacdo de gametdcitos por RT-PCR, quantitative nucleic acid sequence-based
amplification (QT-NASBA) (BABIKER; SCHNEIDER, 2008) e reverse transcription loop-
mediated isothermal amplification (RT-LAMP) (BUATES et al., 2010). O gene pfg377 também
é transcrito exclusivamente em gametdcitos e, como alvo, resulta em uma sensibilidade
semelhante a de pfs25 para a deteccdo de gametdcitos (BABIKER; SCHNEIDER, 2008). Os
métodos de detec¢do molecular tém sensibilidade na faixa de 0,02-0,1 gametdcitos por pL,
variando de acordo com a técnica utilizada para a coleta e o armazenamento da amostra

sanguinea, para o isolamento do RNA e para a amplificacdo do fragmento especifico.

1.7 Importancia das infecg6es assintomaticas na transmissao da malaria

O desenvolvimento de imunidade clinica é comumente relatado em areas
hiperendémicas e mesoendémicas, permitindo o estudo de potenciais mecanismos
imunolégicos de protecdo contra as principais manifestacdes clinicas da doenca (BLOLAND
et al.,, 1999; TRAPE et al., 1994). Contudo, alguns estudos recentes tém apontado para o
desenvolvimento deste fendmeno em dareas hipoendémicas, como é o caso do Brasil. Este
fato foi sugerido em estudos feitos com os mais diversificados tipos populacionais:
mineradores (de ANDRADE et al., 1995), popula¢des ribeirinhas (ALVES et al., 2002), e
populacdes assentadas (da SILVA-NUNES et al., 2008), indicando que o desenvolvimento de
imunidade aos sintomas da doencga é mais frequente do que o imaginado, inclusive em areas

de baixa transmissao.
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As infecgdes assintomadticas podem contribuir significativamente para a transmissdo
uma vez que servem como reservatorio para a maldria humana, e se encontram inacessiveis
as medidas profildticas focadas no diagndstico e tratamento precoces de infecgdes
sintomaticas.

Um estudo realizado por Alves et al. (2005) testou a infectividade de mosquitos entre
pacientes sintomaticos e assintomaticos, a fim de verificar a importancia desses tipos de
infeccdes para o quadro epidemioldgico. Observou-se que, apesar da taxa de infeccdo obtida
no estudo ser menor entre os mosquitos alimentados com o sangue de individuos sem
sintomas, o trabalho mostra claramente que mesmo assim individuos assintomaticos sdo
capazes de infectar mosquitos. O estudo ainda relaciona o tempo em que os pacientes
continuam sem sintomas e a menor taxa de infec¢dao, sugerindo um efeito compensatorio,
isto &, individuos assintomaticos permanecem infectantes para o vetor por mais tempo
devido a auséncia de sinais clinicos.

Com muitos portadores assintomaticos contribuindo para a transmissao, a viabilidade
e impacto na saude publica do controle direcionado ao gametécito talvez tenha de ser
revisto (DUNYO et al., 2006; SHEKALAGHE et al., 2007). Estratégias de controle destinadas a
interrupcdo do processo de transmissdao da maldria exigem, portanto, conhecimento sobre

os portadores de gametdcitos em cada area endémica.



2 OBIJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi a padronizagdo de métodos moleculares para detec¢ao

e quantificacdo de gametdcitos de Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax.

2.2 Objetivos especificos

1- Padronizacdo e determinacao da melhor técnica de extracdo de RNA para amostras de
sangue infectadas por Plasmodium;

2- padronizacdo da amplificacdo e quantificacdo dos genes pvs25 e pfs25 expressos em P.
vivax e P. falciparum respectivamente;

3- aplicagdo das técnicas em amostras do estudo de campo.



3 METODOLOGIA
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3.1 Area e populagdo de estudo

3.1.1 Remansinho

A maioria das amostras utilizadas neste estudo foram colhidas entre margo e outubro
de 2011 ou em abril de 2012 em um assentamento agricola de fronteira conhecido como

Remansinho (Figura 5).

Figura 5 - Localizagdo do assentamento agricola conhecido como Remansinho, a principal
area de estudo, em relagdo ao municipio de Acrelandia (sede do laboratério de
campo) e a rodovia BR 364, que liga Rio Branco e Acrelandia, no Acre, a Rondénia
e ao restante do pais.
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Amostras de sangue venoso foram colhidas em trés ocasiGes (marco e outubro de
2011 e abril de 2012) de todos os habitantes dos domicilios da drea com idade superior a
trés meses que consentissem, ou no caso das criangas, que tivesse a autorizacdo dada pelos
responsaveis. Durante esses inquéritos, foram diagnosticadas por PCR quantitativa em

tempo real, infeccbes malaricas acompanhadas ou ndo de sintomas. Entre os inquéritos
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transversais, foram colhidas 53 amostras de sangue capilar, transferidas para membranas
FTA Classic cards (Whatman) de individuos (sintomaticos ou ndo) com diagndstico de malaria
também confirmado por PCR quantitativa em tempo real.

A drea é composta por uma via principal, chamada Ramal do Remansinho que se
encontra a aproximadamente 40 km da BR-364, no estado do Amazonas, e de quatro vias
menores em seu entorno. Essas zonas sao denominadas: Ramal dos Goianos, Ramal da

Castanheira, Ramal da Linha 1, e Ramal dos Seringueiros (Figura 6).

Figura 6 - Distribuicdo da localizagdo dos domicilios de acordo com as coordenadas
geograficas obtidas nos inquéritos.
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Esta é uma area de ocupacdo recente, que foi sede do conflito entre trabalhadores
rurais e um latifundiario que havia ocupado a drea com documentos questionaveis de posse.
Essa regido totaliza 37 mil hectares de terras pertencentes a Unido. Na época da ocupacao
(2005), e, do conflito que perdurou até 2007, os agricultores rurais permaneciam antes da
ponte do Rio Remansinho, supostamente fora das terras do latifundidrio. Com a acdo do

INCRA e da Policia Federal o suposto proprietario destas terras foi expulso e hoje a
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populacdo ocupa 12 mil hectares da drea em questdo (INCRA, 2007). Os lotes que foram
distribuidos na area sao, basicamente, PDS - Projeto de Desenvolvimento Sustentavel, uma
forma nao reformadora de distribuicdo de terras, que visa o reconhecimento de terras e
beneficiarios (ROCHA, 2008).

A populacdo é composta tipicamente por migrantes do centro-sul do pais que se
estabeleceram nesse assentamento ha menos de cinco anos, provenientes de outros
assentamentos em Ronddnia e Mato Grosso onde habitam pequenos lotes agricolas. Trata-
se de area de ocupacao de terras devolutas, sem que os ocupantes tenham escritura de suas

terras.

3.1.2 Amostras venosas adicionais de episddios agudos de maldria

Amostras venosas adicionais foram coletadas no més de abril de 2012 de nove pacientes
com episddio agudo de maldria diagnosticado por microscopistas das Unidades Basicas de
Saude (UBS) dos municipios de Nova Califérnia, situado no estado de Rondonia e Placido de
Castro situado no estado do Acre, localizando- se respectivamente a 75 e 35 km da cidade de
Acrelandia, sede do laboratério de campo (Figura 7).

Os microscopistas de ambas as Unidades Basicas de Saude foram contatados a fim de que
os pacientes que fossem diagnosticados com malaria vivax no determinado periodo fossem
convidados a doar uma amostra sanguinea, colhida pelos préprios profissionais das

Unidades Basicas.
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Figura 7 - Locais de origem das amostras venosas adicionais de episédios agudos de malaria.
Municipios de Nova Califérnia e Placido de Castro.
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Da mesma maneira, amostras de sangue de cinco pacientes com resultados do
exame microscopico de gota espessa positivos para infec¢ao por P. vivax foram coletados na
Unidade Basica de Saude de Placido de Castro em janeiro de 2011. Neste caso, aliquotas de
sangue total foram armazenados em quatro diferentes cartdes comerciais existentes: FTA
Classic Card (Whatman Inc., Florham Park, NJ), 903 Protein Saver Cards (Whatman Inc.,
Florham Park, NJ), Filter paper Whatman 3 (Whatman Inc., Florham Park, NJ) e QlAcard FTA
Spots (Hilden, Alemanha).

Todos os individuos ou o seu representante legal forneceram consentimento para a
doacdo da amostra, tendo assinado o termo de consentimento livre e esclarecido, além de

responderem a um questionario clinico-epidemiolégico.
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3.2 Processamento das amostras

3.2.1 Amostras venosas criopreservadas

Foram colhidos cerca de 14 ml de sangue de cada participante do estudo, embora o
volume varie, principalmente para as criangas pequenas. O sangue foi colhido em dois tubos
a vacuo, com “scalp” de didmetro 21G ou 23G, e transportado até o laboratério em
Acrelandia em frasco térmico contendo gelo reciclavel. O tempo entre a coleta das amostras,
no Remansinho, em Placido de Castro e em Nova Califérnia e o seu congelamento pods-
processamento, no laboratdrio em Acrelandia variou de quatro a 12 horas.

No Remansinho, no momento da coleta foram preparadas duas laminas de gota
espessa para a realizacdo de diagndéstico microscépico de maldria por um microscopista de
Acrelandia, para a identificacdo de portadores de infecgdo por Plasmodium. Caso a lamina
fosse positiva, esta era analisada novamente pela microscopista do assentamento para a
liberagdo da medicagdo. Os portadores de infeccdo, independente de sintomas,
diagnosticada por microscopia, no campo, foram imediatamente tratados segundo os
esquemas terapéuticos preconizados pelo Ministério da Saude.

Para as amostras colhidas em Placido de Castro e Nova Califérnia, os procedimentos
e tratamento realizados foram os utilizados normalmente nas respectivas Unidades Bdasicas
de Saude. Antes do processamento das amostras uma nova lamina era preparada para
confirmacdo do diagndstico dado pelos microscopistas das Unidades Basicas de Saude.

No laboratério em Acrelandia, as amostras de sangue foram devidamente
aliguotadas. As aliquotas de sangue total foram rapidamente colocadas a -70 °C e
posteriormente mantidas em nitrogénio liquido, sendo enviadas ainda em nitrogénio liquido
para o laboratério do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade de Sao Paulo,

onde foram realizados o diagndstico molecular e a detecgdo de gametdcitos.

3.2.2 Amostras venosas impregnadas em cartoes

Amostras de sangue de cinco pacientes com resultados do exame microscdépico de

gota espessa positivos para infeccdo por P. vivax foram coletados na Unidade Basica de

Saude de Placido de Castro. Aliquotas de 125 plL de sangue total foram pipetados em quatro
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diferentes cartdes comerciais: FTA Classic Card (Whatman Inc., Florham Park, NJ), 903
Protein Saver Cards (Whatman Inc., Florham Park, NJ), papel-filtro Whatman 3 (Whatman
Inc., Florham Park, NJ) e QlAcard FTA Spots (Hilden, Alemanha). FTA Classic Card e QlAcard
FTA Spots foram utilizados, uma vez que sao impregnados com produtos quimicos que lisam
células, desnaturam proteinas e protegem de acidos nucleicos das nucleases, dos danos
oxidativos e da UV. 903 Protein Saver Cards ndao possuem propriedades de estabilizagao,
embora tenham demonstrado previamente como sendo adequado para coleta de RNA
(MENS et al., 2006; MLAMBO et al., 2008). O papel-filtro Whatman 3 também ndo possui
propriedades estabilizantes de dacido nucleico, porém ¢é largamente utilizado, com bons
resultados em estudos com DNA, e tem a seu favor o seu baixo custo.

Cada uma das amostras foi colocada em dois cartdes de cada tipo. Os cartdes foram
secados a temperatura ambiente e armazenados em sacos de plastico selados com
dessecante, durante 1-2 meses, até o isolamento de RNA. Um cartdo foi mantido a
temperatura ambiente, enquanto a sua duplicata foi congelada a -20 °C. Além da
armazenagem das amostras nos cartées, uma aliquota de sangue total de cada individuo
infectado foi armazenada a -20 °C para posterior confirmacdo do diagndstico e quantificacao

da parasitemia.

3.2.3 Amostras capilares impregnadas em cartées FTA

Amostras foram colhidas entre os inquéritos transversais em cartdes tipo
FTA Classic Card (Whatman) entre os meses de marcgo e setembro de 2010. A coleta foi feita
da polpa digital. O sangue, depois de colocado no cartdo, foi deixado secar em temperatura
ambiente. Os cartdes foram armazenados no local de coleta em campo, a temperatura
ambiente durante 1-3 meses, sem dessecante, antes de serem colocados em sacos plasticos
selados, com dessecante, e congelados a -20 °C por aproximadamente oito meses quando
foram entdo descongelados para realizacdo da extracdo de DNA e RNA para o diagndstico

molecular de infeccdo e para a deteccdo de gametdcitos respectivamente.
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3.3 Diagndstico molecular de maldaria

Para diagndstico confirmatério, da infeccdo pelo Plasmodium, DNA das amostras
foram isolados a partir de 200 pl de sangue venoso utilizando QlAamp DNA Mini Kit (Hilden,
Alemanha), sendo a extracdo automatizada pelo equipamento QlAcube (Qiagen), ou a partir
de cartées FTA Whatman (Whatman Inc., Florham Park, NJ), a partir de 1 disco de 3 mm de
diametro impregnados com cerca de 2-3 pl de sangue capilar. Para a extracdo de amostras
de DNA a partir de cartdes FTA, utilizamos o QlAamp DNA micro kit (Hilden, Alemanha)
seguindo o protocolo do Qiacube de isolamento de DNA total do kit QlAamp DNA
investigator Kit (Hilden, Alemanha).

Foi utilizada PCR quantitativa em tempo real que tem como alvo o gene que codifica
a subunidade menor (18S) do RNA ribossomico (rRNA) para diagndstico e quantificacdo de
parasitemias de P. vivax e P. falciparum em todas as amostras. Cada reagao de 20 ul contém
2 ul de DNA,10 ul de 2 x Maxima SYBR Green gPCR master mixture (Fermentas, Vilnius,
Lituania) e 0.5 uM de cada primer. Foi utilizado o primer género-especifico P1 (ACG ATC AGA
TAC CGT CGT AAT CTT), combinado com um dos oligonucleotideos iniciadores (primers)
espécie-especificos, V1 (CAA AAT AAA AAG TCT CGA CTC AGA GAA A) ou F2 (TCT CAA AAA
AGT CAC CTC GAA AGA TG), para P. vivax e P. falciparum, respectivamente. Estes primers
permitiram a amplificacdo de um fragmento espécie- especifico de 100 pb do gene 18S rRNA
(KIMURA et al., 1997).

As curvas padrao foram preparadas com as diluicbes em série de dez vezes da
sequéncia alvo clonados em vetores pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI). A PCR foi
realizada em um termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) com
as seguintes condicOes de ciclagem, desnaturacdo a 95 °C por 10 minutos e 40 ciclos de 15
segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C, com aquisicao de fluorescéncia no final de cada etapa
de extensdo. Amplificacdo serd imediatamente seguida por um programa de fusdo que
consiste em 15 segundos a 9 °C, 15 segundos a 60 °C, e um gradual aumento de temperatura
de 0,2 °C por segundo até 95 °C, com a aquisicdo da fluorescéncia em cada temperatura de

transicao.
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3.4 Detec¢ao de gametdcitos

3.4.1 Extragdo de RNA de amostras venosas criopreservadas

As amostras com diagndstico molecular positivo para presenca de Plasmodium foram
descongeladas e o RNA das mesmas foi extraido utilizando o Kit comercial QlAamp Viral Mini
Kit (Hilden, Nordrhein-Westfalen, Alemanha) seguindo as instrucdes do fabricante, partindo
de um volume de sangue total de 200 pl. Resumidamente, as amostras foram incubadas com
tampao AVL durante 10 minutos a temperatura ambiente para a lise celular, as quais foram
adicionadas etanol. As amostras foram entdao aplicadas nas colunas QlAamp Mini spin,
centrifugadas e lavadas com tampdes AW1 e AW2. O RNA foi entdo eluido das colunas
utilizando o tampdo AVE e armazenado a -70 °C até que a sintese do DNA complementar
(cDNA) fosse realizada.

Para amplificacdo dos transcritos, é essencial eliminar qualquer contaminacdo com
DNA genomico residual ja que com o método de extracao utilizado RNA e DNA sdo isoladas
em paralelo. Para isso, o RNA (4 ul) foi tratado por trés vezes com a enzima DNase | livre de
RNAse (Fermentas, Ontdrio, Canadd) como descrito pelo manual do fabricante. O
tratamento com DNase | consistiu de 3 x 15 minutos de incubagdo a 20 °C e inativa¢ao da

enzima pela adi¢gdo de 2,5 mM de EDTA e a sua incubagao a 65 °C por 10 minutos.

3.4.2 ExtracGo de RNA de amostras venosas impregnadas em diferentes cartbes e de

amostras capilares impregnadas em cartbes FTA

As amostras capilares colhidas em FTA Classic Card (Whatman) e as amostras venosas
colhidas nos demais cartdes — FTA Classic Card (Whatman), 903 Protein Saver Cards
(Whatman Inc., Florham Park, NJ), Filter paper Whatman 3 (Whatman Inc., Florham Park,
NJ), e QlAcard FTA Spots (Hilden, Alemanha) — foram cortadas com micropunch Harris de 3
mm e o disco colocado em tubos de 2 ml. Foram adicionados 400 pul de RNA Processing
buffer (10 mM Tris-HCL, pH 8.0, 0.1 mM EDTA, 800U/ml RNaseOUT™ (Invitrogen), 200 pg/ml
de Glicogénio (Fermentas, Ontdrio, Canada), 2 mM de DTT (Fermentas, Ontario, Canada) a
cada amostra e estas foram incubadas por 15 minutos em gelo, sendo vortexadas por 15

segundos a cada 5 minutos. Os discos de papel foram removidos e 750 pl de Trizol LS foram
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adicionados. As amostras foram submetidas entdao a extracdao pelo método Trizol-
cloroférmio, iniciando-se com a adicdo de 0,2 ml de cloroférmio as amostras, que foram
homogeneizadas por 15 segundos e posteriormente incubadas a temperatura ambiente por
15 minutos. Apds essa etapa, as amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 15 minutos a
4 °C para separacao das fases fendlica e aquosa. A fase aquosa foi transferida para um novo
tubo, onde foi adicionado 0,5 ml de isopropanol livre de RNAse. As amostras foram deixadas
por 12 horas em freezer a -20 °C e posteriormente centrifugadas por mais 60 minutos a 4 °C.
O RNA precipitado foi lavado com etanol a 75%, livre de RNAse, centrifugado por 5 min a
12000 x g a 4 °C . O sobrenadante foi desprezado, deixando-se o precipitado secar a
temperatura ambiente e posteriormente eluido em 10 pl de agua livre de RNAse. As
amostras foram também tratadas com DNAse a fim de se eliminar qualquer contaminagao
com DNA genbmico residual e mantidas a -70 °C até a realizacdo da sintese do DNA

complementar.

3.4.3 Transcrigéo Reversa

A reacdo de transcricdo reversa para sintese do DNA complementar (cDNA) foi
realizada utilizando-se o Kit comercial Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR
(Fermentas Inc, Ontario, Canada), segundo orientacdoes do fabricante. Para identificar
possivel contaminagao de DNA gendémico no produto da transcricdo reversa, cada amostra
foi processada em pares: RT+ (transcriptase reversa presente) e RT- (transcriptase reversa

ausente).

3.4.4 RT- PCR convencional para detec¢céo de gametdcitos

A deteccao de portadores de gametdcitos foi realizada por meio da amplificagcdo de
um alvo expresso somente por gametdcitos (o gene pfs25 em P. falciparum e seu ortélogo
pvs25 em P. vivax), a partir dos transcritos obtidos como descrito na secdo 3.4.3. Os
protocolos para amplificacdo de transcritos do gene pfs25 e pvs25 foram padronizados
tendo como base os métodos descritos por Mlambo et al. (2008) e Bharti et al. (2006)

respectivamente.
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3.4.5 RT- PCR quantitativa em tempo real para detecgdo de gametdcitos

A PCR quantitativa em tempo real para deteccdo de gametdcitos foi padronizada
utilizando os mesmos primers e ciclos de amplificagdo utilizados na RT- PCR convencional,
como serd visto na se¢do 5.4. Para a construcdo da curva-padrdao de amplificacdo, foi
necessario realizar a clonagem dos segmentos especificos em plasmideo bacteriano para
posterior diluicdo seriada dessa solucdo para calcular o nimero de cdpias do transcrito de

interesse presentes na amostra.

3.4.6 RT- PCR aninhada para detecgdo de gametdcitos de P. vivax

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade diagndstica obtida com amostras
colhidas em cartdes FTA e armazenadas em condi¢cdes de campo, foi padronizado um
protocolo de PCR aninhado para deteccdo de gametdcitos de P. vivax. A reacdo consiste em
duas etapas aninhadas: para a primeira reacao foi utilizado os mesmos primers e condicdes
de ciclagem utilizadas na RT- PCR convencional para deteccdo de gametdcitos (secdo 5.4),
que amplifica um fragmento de 270 pb do gene pvs25. Para segunda reagdo, primers
internos foram desenhados utilizando o software Primer Express, disponibilizado pela
Applied Biosystems, (Custom TagMan SNP Genotyping Assays - Primers and Probes Assay-

by-Design). O fragmento resultante desta segunda amplificacdo é de 101 pb.

3.5 Aspectos éticos

Os Unicos riscos a que o0s sujeitos de pesquisa estdo expostos sao aqueles
decorrentes de puncdo venosa para coleta de sangue (dor local, com minima possibilidade
de sangramento local). O uso de material descartavel para coleta de sangue, associado a
assepsia local, reduzem ao minimo o risco de infeccdo local decorrente da punc¢do venosa ou
de polpa digital. O protocolo de pesquisa foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo com Seres Humanos do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (parecer

965/CEP, 26/10/2011).
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3.6 Analise estatistica

Um banco de dados foi elaborado no software SPSS 16.0 - Statistical Package for the
Social Sciences - (SPSS Inc., Chicago, IL). Varidveis foram resumidas como mediana ou média
geométrica e intervalos interquartis e comparados com testes ndao paramétricos Mann-
Whitney U. A concordancia entre os testes foi avaliada pelo coeficiente kappa. As
correlagcbes foram avaliadas através de testes de correlacdo nado-paramétricos de
Spearman. As anadlises foram também realizadas utilizando o programa SPSS 16.0, com o

conjunto de significancia estatistica ao nivel de 5%.



4 RESULTADOS



49

4.1 Populagao de estudo

4.1.1 Remansinho: doadores de amostras venosas criopreservadas

Durante os trés inquéritos transversais realizados, 55 amostras foram diagnosticadas
como positivas pela PCR em tempo real para infecgdo por P. vivax e nenhuma para infec¢ao
por P. falciparum. Dentre as amostras positivas apenas 28 (50,9%) haviam sido detectadas
por microscopia pelo exame de gota espessa.

As amostras pertencem a 42 individuos (12 individuos contribuiram com duas
amostras e um contribuiu com trés amostras coletadas em diferentes ocasides) sendo 22 do
sexo masculino e 20 do sexo feminino. A média de idade dos participantes foi de 26,8 anos
(27; 5-56 anos; mediana e intervalo inter-quartil respectivamente). A maioria dos individuos
que compdem o estudo tem tempo médio de drea endémica, anterior a residéncia nestes
ramais, de 18 anos (15; 1,2- 48 mediana e intervalo inter-quartil respectivamente).

No momento da coleta das amostras os individuos foram questionados sobre
presenca de algum sintoma, nos ultimos sete dias, caracteristico da infeccdo maldrica como:
febre, calafrios, sudorese, fraqueza, cefaléia, perda de apetite, dor abdominal, nauseas,
vomitos, mialgia, artralgia, ou algum outro sintoma, sendo que os sintomas mais
frequentemente relatados foram cefaleia (47.3%), febre (32,7%) e mialgia (30.9%). Dos
infectados 58,2% (32/55) relataram a presenga de pelo menos um sintoma nos sete dias
anteriores a coleta. Portanto observou-se 20 individuos assintomaticos, o que corresponde a
45,5% (24/55) dos casos de malaria estudados. Dos individuos infectados, 47,3% tinham

anemia (26 de 51 infeccoes analisadas).

4.1.2 Nova Califérnia e Pldacido de Castro: doadores das amostras venosas adicionais de

episodios agudos de maldria

No més de abril de 2012 nove pacientes diagnosticados infectados por P. vivax nas
Unidades Basica de Saude dos municipios de Nova Califérnia (n=6) e Placido de Castro (n=3)
forneceram uma amostra sanguinea para o presente estudo. Os participantes tinham idade
média de 27, 7 anos, variando entre 11 e 52 anos, dois eram do sexo feminino e sete do sexo

masculino. O tempo médio de moradia na Amazénia foi de 13,7 anos, sendo que o que vivia
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ha menos tempo em dreas endémicas para malaria se encontrava hd quatro meses no local e
0 que se encontrava exposto ha mais tempo vivia ha 52 anos em regides com incidéncia de
maldria. A parasitemia média detectada por PCR em tempo real, desses individuos foi de

2259,8 parasitos/uL, e dois deles se encontravam anémicos no momento da coleta.

4.2 Controles de extracao e amplificagao

Uma das limitagGes para o uso de RT-PCR no diagndstico molecular de gametdcitos é
a falta de controles positivos (amostras sabidamente com gametdcitos circulantes,
principalmente para P.vivax). Por este motivo, dois tipos de controle positivos foram
padronizados. O primeiro controle visa confirmar que a extracdo de RNA e a transcricdo
reversa (sintese de DNA complementar ou cDNA) foram bem sucedidas. Para isso, utilizamos
um gene multicdpias, o gene 18S rRNA o mesmo gene que utilizamos para realizar o
diagnéstico molecular de maldaria, que é expresso por todos os estagios sanguineos do
parasito. No caso das amostras que ndo apresentaram amplificacdo dos gene pvs25 ou pfs25
partindo-se de cDNA como molde, essa reacdo adicional permitiu diferenciar amostras em
que a técnica de extracdo ou transcricdo reversa falhou das amostras que realmente nao
apresentavam gametdcitos circulantes no momento da coleta do sangue. O segundo
controle positivo utilizado foi especifico de cada reacdo: utilizamos amostras de DNA
gendmico sabidamente positivas para presenca de Plasmodium como controle das reacdes
de PCR convencional, PCR quantitativo em tempo real e da PCR aninhada para amplificacao
dos genes pvs25 e pfs25.

Para monitorar a contaminacdo por DNA genO6mico, um importante problema em
estudos utilizando RNA, foi utilizado um controle negativo da transcricao reversa, onde para
cada amostra de RNA uma aliquota era preparada contendo todos os reagentes utilizados na
reacdo da transcricdo reversa com excecao da Maxima enzyme (Fermentas), e para controlar
a contaminacdo dos reagentes, utilizamos um controle contendo todos os reagentes da
transcricdo reversa, exceto RNA. Este controle foi utilizado também em todas as reacbes de
PCR convencional, PCR quantitativo em tempo real e da PCR aninhada para amplificacdo dos

genes pvs25 e pfs25.
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4.3 Extragao de RNA

Ao longo deste trabalho, amostras adicionais de sangue venoso e capilar foram
colhidas para testar diversos métodos de coleta e conservagdao de amostras sanguineas e de
extracdo de RNA (Tabela 1). O grupo de amostras adicionais inclui: amostras de sangue
venoso criopreservadas colhidas de casos agudos de maldria vivax em Placido de Castro
(n=3) e Nova Califérnia (n=6); amostras de sangue venoso colhidas em Placido de Castro e
armazenadas em cartdes de diferentes tipos; e amostras de sangue capilar colhidas entre os
inquéritos transversais em membranas FTA Classic cards (n=53).

O padr3ao-ouro s3ao as amostras de sangue venoso mantidas a -70°C ou em
nitrogénio liquido até a extragao. Entretanto, testamos também se amostras de sangue
venoso ou capilar colhidas em membranas FTA, papel-filtro ou material semelhante,
mantidas a -20 °C, representavam uma alternativa aceitavel para a detec¢do molecular de

gametdcitos em trabalho de campo.

Tabela 1 - Tipos de amostra sanguinea e métodos de armazenamento e processamento para
a extracdo de RNA e amplificacdo de Pvs25.

PCR
Tipode Numero de . Métodos de extracdo de convencional
CondigGes de armazenamento
amostra  amostras RNA ou PCR em
tempo real
Sangue 64* Sangue total a -702C e nitrogénio Kit QlAamp Viral Ambas

venoso liquido

FTA Classic Card;903 Proteins Saver Lise com RNA Processing
Sangue 5 cards; Filter paper Whatman 3; buffer e extragdo com
venoso QlAcard FTA Spots a -20°C e Trizol-cloroférmio
temperatura ambiente

PCR em tempo
real

PCR em tempo

Sangue 52 FTA Classic Card a -20°C Lise com RNA Processing real (n=42)
capilar buffer e extragdao com PCR aninhado
Trizol-cloroférmio (n=52)

* Remansinho (n = 55), Placido de Castro (n = 3) e Nova Califérnia (n = 6).
Fonte: Lima (2012).

As amostras de sangue venoso armazenadas a -70 °C ou em nitrogénio liquido foram

submetidas a extracao de RNA pelo kit comercial. Todas as 64 amostras tiveram a extracado
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bem sucedida. O critério para definir sucesso de extracao foi a amplificacdo, a partir de
cDNA, de transcritos do gene rRNA 18S de P. vivax.

Nas secdes 5.6 e 5.7, descrevem-se os resultados obtidos com as amostras de sangue
venoso e capilar colhidas em membranas FTA, papel-filtro ou material semelhante, mantidas

a -20 °C até a extracdo de RNA.

4.4 RT- PCR convencional para detec¢dao de gametdcitos

A PCR qualitativa para detecc¢do de portadores de gametécitos foi realizada por meio
da amplificacdo de um alvo expresso somente por gametdcitos (o gene pfs25 em P.
falciparum e seu ortdélogo pvs25 em P. vivax). Os protocolos para amplificacdo de transcritos
do gene pfs25 foram padronizados tendo como base os métodos descritos por Mlambo et al.
(2008), enquanto a padronizacdo da amplificacdo dos transcritos do gene pvs25 tiveram
como base no método descrito por Bharti et al. (2006).

A Tabela 2 apresenta as seqiéncias dos oligonucleotideos iniciadores (primers)
utilizados para a amplificacdo por PCR dos segmentos de cada um dos genes espécie

especifica.

Quadro 1 - Primers empregados na amplificacdo dos genes especificos Pfs25 em P. falciparum
e Pvs25 em P. vivax.

Espécie Primer Sequéncia
P. falciparum Anterior: pfs25 5’- TCCATCAACAGCTTTACAGG -3’
Reverso: pfs25 5’- TAATGCGAAAGTTACCGTGG -3’
Anterior: pvs25 5’-AACGAAGGGCTGGTGCACCTTT -3’
P.vivax
Reverso: pvs25 5’-AGCAACCTGCACTTTGGATTTCCG -3’

Para a realizacao da reacdo de amplificacdo foram utilizados 12,5 puL de uma mistura
comercial (Go Tag® Green Master Mix, Promega) composta por tampao de reacdo Green Go

Taq® 2 x pH 8,0, 400 uM de cada dNTP, e 3 uM de MgCl,, 0,8 uL de cada primer (10 uM
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cada) e 9 plL de agua livre de nucleases, totalizando um volume de 23,5 pL. Adicionou-se,
entdo, 1,5 puL de cDNA das amostras a serem testadas. O material foi levado ao
termociclador GenAmp PCR System 9700 equipament (Applied Biosystems, Foster City, CA),
procedendo ao seguinte programa de amplificagdo: desnaturagdo a 94 °C por 2 minutos e 35
ciclos de 30 segundos a 95 °C, 35 segundos a 55 °C (P. vivax) e 50 °C (P. falciparum), 2,5
minuto a 68 °C e 10 minutos a 68 °C para extensao final.

Os fragmentos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1,5%, corados com
brometo de etidio (100 uM) e identificados com base no padrdao de tamanho marcador de
100 pb (Fermentas Life Sciences). Em todas as reagdes foram utilizados controles positivos
para P. falciparum e P. vivax (DNA gen6mico de amostras sabidamente positivas para cada
uma das espécies), além de controles negativos para monitorar contaminagdes. Amostras

positivas apresentaram fragmentos de 470 pb para P. falciparum, de 267 pb para P. vivax.

Figura 8 - Fragmentos obtidos ao final da PCR convencional para deteccdo de gametdcitos
visualizados em gel de agarose 1,5%.

A)

s00pb < § . .
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500pb e — —

T C+ C-

A) Amostras de P. vivax positivas com amplificagdo do fragmento especifico de 267 pb; C+ controle
positivo; C- controle negativo; B) Amostras de P. falciparum positivas com amplificacdo do fragmento
especifico de 470 pb; C+ controle positivo; C- controle negativo.

A PCR convencional para deteccdo de gametdcitos foi padronizada para as espécies

P. falciparum e P. vivax, porém como ja foi visto, das amostras utilizadas neste estudo,
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colhidas nos trés inquéritos transversais, nenhuma foi diagnosticada como positiva para P.
falciparum.

A deteccdo de portadores de gametdcitos por meio da amplificacdo por PCR
convencional do gene pvs25 foi realizada em 55 amostras do Remansinho, destas 83,6% (46)
foram positivas para presenca de gametécitos. A integridade do cDNA dos parasitos foi
confirmada em todas as amostras gametdcitos-negativos pela amplificagdo dos transcritos
do gene 18S rRNA.

A maioria das amostras positivas para presenca de gametdcitos pertence a
individuos sintomaticos (31/46) e que apresentaram exame microscopico de gota espessa
positivos (28/46), porém uma parcela significativa tinham o exame microscopico de gota
espessa negativo (18/46), e 15 das 46 amostras foram provenientes de individuos
assintomaticos (tabela 3), isto é, os individuos ndo relataram ter sentido nenhum sintoma
relacionado a infeccdo maldrica nos ultimos sete dias precedentes a coleta. Entre os
individuos sintomaticos com gametdcitos detectados os principais sintomas relatados foram:
cefaléia (25 individuos), febre e mialgia (17 individuos). As nove amostras que nao
apresentaram amplificacdo do gene pvs25 foram provenientes de individuos assintomaticos
e tiveram o resultado da gota espessa negativo. A ocorréncia de anemia, definida com base
na concentracdo de hemoglobina no sangue (g/100 ml), foi observada em 24 das 43
amostras analisadas (55,8%).

Considerando o total de amostras venosas criopreservadas analisadas (colhidas no
Remansinho, Placido de Castro e Nova Califérnia (n=64); 55 (85,9%) foram positivas para
gametocitos.

N3o surpreendentemente, amostras gametdcitos positivas tiveram uma densidade
parasitaria significativamente maior, estimada pela PCR quantitativa que quantifica tanto as
fases assexuadas quantos as fases sexuais, que as amostras negativas. A média geométrica
das parasitemias dos ndo portadores de gametdcitos (n=9) foi 7,15 parasitos/ uL variando
entre 2 e 31 parasitos/ pL, e a média geométrica das parasitemias dos portadores de
gametdcitos (n=55) foi de 187,84 parasitos/ pL com amplitude de no minimo 2,41 e maximo

de 7478 parasitos/ pL.
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4.5 PCR quantitativa em tempo real

Para deteccdo e quantificacdo de transcritos do gene pvs25 em amostras clinicas foi
realizada a padroniza¢do da PCR quantitativa em tempo real. Para isso nés utilizamos em
cada reacdo de 15 pl, 2 ul de DNA, 7.5 pl de 2 x Maxima SYBR Green gPCR master mixture
(Fermentas, Vilnius, Lithuania) e 0.3 uM de cada primer. Os primers utilizados foram os
mesmos utilizados na reacdo da PCR convencional, descritos no Quadro 1.

A PCR foi realizada em um termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf,
Hamburg, Alemanha) com as condi¢des de ciclagem iguais a do PCR convencional:
desnaturagao a 94 °C por 2 minutos e 35 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 35 segundos a 55 °C
(P. vivax) e 50 °C (P. falciparum), 2,5 minutos a 68 °C e 10 minutos a 68 °C, com aquisi¢do de
fluorescéncia no final de cada etapa de extensdo. A amplificacdo é imediatamente seguida
por um programa de fusdao que consiste em 15 segundos a 95 °C, 15 segundos a 60 °C, e um
gradual aumento de temperatura de 0,2 °C por segundo até 95 °C, com a aquisicdo da
fluorescéncia em cada temperatura de transicao.

Para construcdo da curva-padrdao de amplificacdo, foi necessario realizar a clonagem
dos segmentos especificos em plasmideo bacteriano para posterior diluicdo seriada dessa
solucdo para analise por PCR, ja que a correlacdo entre a concentracdo de DNA (em numero
de cdpias) com o momento em que a quantidade de luz de cada tubo atinge o CT é
necessaria para que o aparelho calcule o nimero de cépias amplificadas do seguimento alvo.
Para isso os produtos de PCR amplificados com os pares de primers pvs25F/ pvs25R e
pfs25F/pfs25R a partir de DNA genOGmico de amostras sabidamente positivas, foram
purificados utilizando-se o kit comercial “GFX PCR DNA and gel band purification Kit”
(Amersham-Pharmacia, NJ, EUA) e ligados ao vetor pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI),
seguindo as instrucdes do fabricante.

Transformacdo de bactérias competentes — Os produtos resultantes das liga¢cdes
(fragmento de pvs25 ou pfs25 + plasmideo pGEM-T Easy) foram utilizados para transformar
bactérias competentes Escherichia coli da linhagem DH10B, em incubacdao em gelo por 30
min seguida de choque térmico de 45 seg em bloco térmico a 42°C, seguido por 30 min de
recuperacao das bactérias em meio SOC a 37 °C.

Crescimento e selecdo das colOnias — As bactérias transformadas foram semeadas em

placas de Petri com meio LB-agar contendo 100 pg/mL de ampicilina e 20 pL de IPTG-Xgal
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(IPTG: isopropil-1-tio-R-D-galactopiranosida; Xgal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D
galactosideo). As placas foram incubadas a 37 °C por um periodo de 12-14 horas. Col6nias
resistentes a ampicilina possuem o plasmideo, mas somente as colonias brancas apresentam
plasmideos com inserto, capaz de interromper o gene de Rgalactosidase do plasmideo. As
colonias azuis indicam que o plasmideo ndo incorporou o inserto de DNA. Em seguida, os
plasmideos com inserto foram obtidos de acordo com o protocolo de triagem em pequena
escala descrito por Sambrook et al. (1989).

Plasmideos PCR- pGEM-T Easy contendo os insertos foram primeiramente digeridos
com a enzima de restricdo EcoRI (Fermentas, ON, Canada) em incubacgao a 37 °C por 2 horas.
O produto da digestdo foi submetido a eletroforese de gel TAE-agarose 1,2% para verificacao
da presenca do fragmento alvo.

Sequenciamento — Para confirmar que os segmentos de DNA clonados
correspondiam aos genes pvs25 e pfs25, realizou-se a reacao de sequenciamento, utilizando
as mesmas sequéncias de primers empregadas na amplificacdo destes genes (Tabela 3),
como também as sequéncias de primers necessarias para amplificacdo do plasmideo M13
(Promega, Madison, WI).

O Quadro 2 apresenta as sequéncias de primers utilizadas na amplificagcdo por PCR do

plasmideo M13.

Quadro 2- Primers empregados na amplificacdo do plasmideo M13.

PRIMER SEQUENCIA
Anterior: M13F 5'-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3’
Reverso: M13R 5"-TCACACAGGAAACAGCTATGAC-3’

A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando-se o seguinte protocolo (10 pL):
Primer forward (5 uM), Primer reverse (5 uM), 0,75 uL de Big dye terminator, 3,25 uL de

Tampdo Save money e 0,5 pL da amostra de DNA. As condic¢des de ciclagem utilizadas foram:
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desnaturacdo a 96 °C por 1 minuto e 30 ciclos de 15 segundos a 96 °C, 15 segundos a 50 °C e
4 minutos a 60 °C.

O produto da reacdao de sequenciamento foi precipitado adicionando-se 90 plL de
isopropanol 66% em cada amostra, agitou-se e incubou-se em temperatura ambiente por 15
minutos. Centrifugou-se por 60 minutos a 2460 x g, por 30 segundos a 260 x g. Adicionou-se
150 pL de isopropanol 75%, agitou-se novamente e a centrifugagdo foi repetida como
mencionado anteriormente. O produto da reacdo de sequenciamento foi seco em
temperatura ambiente por 10 minutos e o sequenciamento foi realizado em sequénciador
automatico ABI 3100 (Applied Biosystems, EUA).

As solucbes contendo os plasmideos com a seqliéncia alvo foram quantificadas por
espectrofotometria e o nimero de cépias por ul da seqiiéncia-alvo foi calculado. Para cada
espécie foi construida uma curva padrdo de 10 pontos a partir de diluicdo seriada (fator de
diluicdo: 10) da solugdo plasmidial. O primeiro ponto corresponde a 1,39 x 10 o copias da

seqliéncia alvo. Um exemplo de curva-padrao é apresentado na Figura 9.

Figura 9 - Exemplo de curva-padrdo, obtida em PCR de tempo real, para a quantificacdo do
numero de cdpias de pvs25 e pfs25.
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Na parte superior da figura sdo mostrados valores de fluorescéncia a cada ciclo de amplificacdo,
enquanto na parte inferior da figura mostra-se a curva-padrao obtida com esses dados.
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Das amostras venosas criopreservadas provenientes do Remansinho (n= 55), 96,4%
apresentaram amplificacdo do gene pvs25, indicativo da presenca de gametdcitos e apenas
3,6% (o que corresponde a apenas duas amostras), ndo amplificaram.

Entre os individuos portadores de gametdcitos 25 possuiam resultados do exame
microscopico de gota espessa negativos e 28 tiveram a infeccdo maldrica detectada pelo
mesmo exame. 21 individuos ndao apresentaram sintomas nos sete dias que precederam a
coleta sanguinea. Dos sintomaticos (32/53) os sintomas mais frequentes foram cefaléia (26
individuos), febre (18 individuos) e mialgia (17 individuos). Apenas 48 individuos entre os
portadores de gametdcitos tiveram os niveis de hemoglobina examinados e destes 26 se
encontravam anémicos.

No total, considerando amostras venosas colhidas no Remansinho, Placido de Castro
e Nova Califérnia (n=64), 96,9% dos individuos infectados tiveram gametdcitos detectados
por gRT- PCR.

As duas amostras com resultados negativos pela qRT-PCR foram provenientes de
infeccbes assintomdticas e nao detectadas por gota espessa. Ambas possuiam baixa
densidade parasitaria, estimada pela PCR em tempo real, como pode ser visto na tabela 3, (6
e 11 parasitos/ulL), e também ndo tiveram gametdcitos detectados pela RT-PCR
convencional. Entretanto, foi possivel a amplificacdo de transcritos do gene 18S rRNA de
seus respectivos cDNA. As amostras em que gametdcitos estavam presentes (n=62) tiveram
média de 129,23 parasitos/uL, variando entre 2 parasitos/uL e 7478 parasitos/pL.

Um resumo de todos os dados das amostras colhidas no Remansinho e das amostras

adicionais colhidas em Placido de Castro e Nova Califérnia sdo apresentados nas tabelas 2 e

3.
Tabela 2 - Dados das amostras venosas criopreservadas colhidas no Remansinho.
(continua)
Period Idad
Amostra | 011090 gayo 02C€  TA Hb  Sintomas GE Par/ul  QRT-PCR  RT-PCR
da coleta (anos)  (anos)
1 03/11 Fem 49 14 12,6 Sim Neg 42,2 92 Pos
2 03/11 Fem 37 34 12,6 Nao Neg 5,9 19328 Pos
3 03/11 Masc 55 4 13 N3o Neg 4,1 1696,5 Neg
4 03/11 Fem 7 7 9,7 Nao Pos 299 102000 Pos
5 03/11 Fem 13 13 12,4 Nao Neg 2 3930 Neg
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Tabela 2 - Dados das amostras venosas criopreservadas colhidas no Remansinho.
(continuac3o)

Periodo X Idade TA

Amostra da coleta Sexo (anos)  (anos) Hb Sintomas  GE Par/pl qRT-PCR  RT-PCR
6 03/11 Masc 18 16 14,4 Nao Pos 18,1 5660000 Pos
7 03/11 Masc 36 15 14 Nao Neg 23,5 1390 Pos
8 03/11 Fem 15 14 11,2 Nao Neg 32,6 4261 Pos
9 03/11 Masc 48 1,2 12,1 Sim Pos 7478 76668 Pos
10 03/11 Masc 28 26 14,5 Ndo Neg 20,5 2888 Pos
11 03/11 Masc 9 9 11,4 Nao Neg 2,45 316000 Pos
12 03/11 Fem 22 22 14,8 Nao Neg 15,6 7310000 Pos
13 03/11 Masc 33 30 15,7 Ndo Neg 6,31 0 Neg
14 10/11 Masc 27 26 11,7 Sim Pos 2147 1050000 Pos
15 10/11 Fem 37 34 11,5 Sim Pos 855 483000000 Pos
16 10/11 Fem 37 34 NC Sim Neg 2,4 22560 Pos
17 10/11 Masc 15 15 13,7 Ndo Pos 1597 5880000 Pos
18 10/11 Fem 12 12 12,2 Sim Pos 225 1260000 Pos
19 10/11 Masc 5 2 9,9 Nao Neg 12,8 911 Pos
20 10/11 Masc 48 48 13,5 Nao Neg 4,5 915 Pos
21 10/11 Fem 12 9 11,8 Sim Neg 10,1 543000 Pos
22 10/11 Masc 49 31 9,6 Sim Pos 767 10199 Pos
23 10/11 Masc 27 2 9,2 SIm Pos 111 38417 Pos
24 10/11 Fem 46 46 13,7 Sim Pos 2709 14194 Pos
25 10/11 Fem 46 47 NC Sim Pos 1861 34385 Pos
26 10/11 Masc 12 12 11,7 Sim Pos 418 10932 Pos
27 10/11 Fem 15 14 11,5 Sim Neg 12,9 9396 Pos
28 10/11 Masc 37 37 9,6 Ndo Neg 15,6 9759 Neg
29 10/11 Fem 27 27 10,6 Sim pos 1276 59819 Pos
30 10/11 Fem 22 11 13,5 Sim Pos 115 5599 Pos
31 10/11 Masc 19 19 10,8 Sim Pos 742 10478,5 Pos
32 10/11 Masc 5 5 11,6 Nao Neg 30,9 4783 Pos
33 10/11 Fem 21 21 12,8 Sim Pos 1428 64913 Pos
34 10/11 Fem 22 22 13 Sim Pos 124 4340000 Pos
35 10/11 Masc 56 2,6 14 Nao Neg 11 0 Neg
36 10/11 Masc 56 2,6 NC Sim Neg 10,3 43151 Pos
37 10/11 Fem 25 25 11,9 Nao Neg 4,72 410000 Pos
38 10/11 Fem 25 25 NC Nao Neg 3,53 786 Neg
39 10/11 Fem 15 15 12,8 Nao Neg 8,35 2 Neg
40 10/11 Fem 15 15 11,6 Sim Pos 59,9 10990 Pos
41 10/11 Masc 29 29 11,4 Sim Pos 6023 38190 Pos
42 10/11 Fem 8 8 13,8 Sim Pos 47,6 159000 Pos
43 10/11 Masc 31 6 16 Sim Pos 794 10250 Pos

44 10/11 Fem 27 NC 13 Sim Neg 1978 39696 Pos



Tabela 2 - Dados das amostras venosas criopreservadas colhidas no Remansinho.
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(conclusio)

Amostra dPae:::::a (':::se) (a-tl'-les) Hb  Sintomas GE Par/ul  gRT-PCR  RT-PCR
45 04/12 Masc 12 12 128 Sim Pos  219,4 17892 Pos
46 04/12 Fem 7 7 12 Sim Pos 277,7 21020 Pos
47 04/12 Masc 49 49 15 Nio  Neg 67 32215 Pos
48 04/12  Fem 12 13 Sim Pos 11148 660000 Pos
49 04/12 Masc 9 11,9 Sim  Neg 312 352000  Neg
50 04/12 Fem 49 40 109 Nio  Neg 3,28 2969,5 Pos
51 04/12  Fem 21 21 112 Sim Pos  190,2 7547,5 Pos
52 04/12  Fem 32 9 14,7 Sim Pos 20554 2350000  Pos
53 04/12 Masc 31 29 12 Sim Pos 2814 37398 Pos
54 04/12  Fem 27 20 125 Sim Pos 1170,5 3090000  Pos
55 04/12  Fem 36 NC 133 Nio  Neg 24 147000 Pos

TA: Tempo de Amazdnia; Hb: hemoglobina; GE: exame microscopico de Gota Espessa; Par/ul:
parasitemia quantificada por PCR em tempo real; gTR-PCR: numero de copias do gene pvs25
quantificado por PCR em tempo real(parasitos/ ul); RT-PCR: PCR convencional para amplificagcdo do
gene pvs25;NC: dados ndo coletados. Os critérios indicados pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) para diagnosticar anemia baseiam-se na concentracdo de hemoglobina, considerando-se
anémicos homens, mulheres, criancas de 1 a 10 anos e criangas de 10 a 12 anos com valores
inferiores a 13 g/100 ml, 12 g/100 ml e 11 g/100 ml e 11,5 g/100 ml respectivamente.
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Tabela 3 - Dados das amostras venosas adicionais de episédios agudos de maldria colhidas
em Nova Califérnia e Placido de Castro.

Tempo de

Amostra  Sexo Idade Amazonia Hb GE Parasitemia qRT-PCR :gl;
(anos)
INC Fem 11 1 11,6 Sim 4129,4 680000 pos
2NC Masc 18 18 13 Sim 4615,2 23267,5 Pos
3NC Fem 20 0,4 11,5 Sim 3534,7 7500000 pos
4NC Masc 21 0,4 13,3 Sim 2565,2 40589,5 pos
5NC Masc 38 14 13,7 Sim 31,2 5900000 pos
6NC Masc 20 20 14,3 Sim 898,5 3300000 pos
7PC Masc 26 1 14,9 Sim 1636 71000 pos
8PC Masc 17 17 15 Sim 1101,7 1600000 pos
9PC Masc 52 52 14 Sim 1826,4 1290000000 pos

Hb: hemoglobina; GE: exame microscépico de Gota Espessa; Parasitemia: parasitemia quantificada
por PCR em tempo real(parasitos/ul); qTR-PCR: nimero de copias do gene pvs25 quantificado por
PCR em tempo real(parasitos/ ul); RT-PCR: PCR convencional para amplificacdo do gene pvs25; NC:
Nova Califérnia; PC: Placido de Castro. Os critérios indicados pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) para diagnosticar anemia baseiam-se na concentracdo de hemoglobina, considerando-se
anémicos homens, mulheres, criancas de 1 a 10 anos e criancas de 10 a 12 anos com valores
inferiores a 13 g/100 ml, 12 g/100 ml e 11 g/100 ml e 11,5 g/100 ml respectivamente.

A deteccdo de gametédcitos pela PCR quantitativa em tempo real provou ser
substancialmente mais sensivel que o PCR convencional, sendo capaz de detectar transcritos
do gene pvs25 em 62 das 64 (96,9%) amostras de sangue total testadas, enquanto que com
o PCR qualitativo convencional a deteccdo foi de 85,9%, ou seja, 55 de 64 das amostras
testadas (tabela 5), com uma concordancia significativa entre os dois métodos (kappa

=0,329, P =0,001).
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Tabela 4 - Comparacao entre os resultados obtidos com a RT-PCR convencional qualitativa e
RT-PCR quantitativa em tempo real, (qRT-PCR), ambas tendo como alvo o gene
pvs25, para a deteccdo de gametdcitos em 64 infeccdes por Plasmodium vivax.
Observamos uma concordancia significativa entre os dois métodos (kappa = 0,329,

P =0,001).
RT-PCR qRT-PCR
Convencional
Negativo Positivo Total
Negativo 2 7 9
Positivo 0 55 55
Total 2 62 64

O numero de copias de transcritos do gene pvs25 detectados por gRT-PCR, se
correlacionou positivamente, como visto na Figura 10, com a densidade de parasitas geral
estimada pela PCR em tempo real que tem como alvo o gene de rRNA 18S, que quantifica

tanto estdgios assexuados quanto estagios sexuais do parasita (p=0,445, P=0,0001).

Figura 10 - Correlagdo entre nimero de cdpias de pvs25 e parasitemia das amostras venosas
criopreservadas (p=0,445, P=0,0001), n=64.
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4.6 Gametdcitos em portadores assintomaticos de parasitemias subpatentes

Infeccbes assintomaticas, que deixam de ser diagnosticadas por busca ativa e busca
passiva de casos (BA e BP, respectivamente), podem representar uma importante fonte de
gametdcitos infectantes em toda a Bacia Amazonica do Brasil (ALVES et al., 2005; DA SILVA-
NUNES et al., 2012). BA implica visitas periddicas as familias, com coleta de laminas de gota
espessa de cada pessoa que tenha tido febre desde a ultima visita, enquanto na BP
individuos febris que visitam os postos avancados de diagndstico de malaria tém uma
amostra de sangue testada para presenca de parasitas da malaria. Tanto a BA quanto a BP
tém como alvo apenas infec¢des sintomaticas (definido como "casos de febre" na literatura
cldssica [por exemplo, MACDONALD, 1957]); portadores assintomdticos permanecem sem
ser detectados e, portanto, tratados (COURA; SUAREZ-MUTIS; LADEIA-ANDRADE, 2006)

A contribuicdo relativa de portadores assintomaticos que apresentam baixa
densidade de parasitas circulantes, que ndo teriam sido detectadas pela BA e BP por meio de
microscopia convencional, foi analisada utilizando o nimero total de gametdcitos de P. vivax
(estimada pela soma do numero de transcritos do gene pvs25) nas 53 infeccdes positivas
para a presenca de gametdcitos, diagnosticadas por gRT-PCR. No primeiro cenario
hipotético, apenas individuos sintomaticos sdao selecionados, mas um método de diagndstico
altamente sensivel é utilizado para a deteccdo de parasitas. Trinta e dois de 53 (60,3%)
portadores de gametdcitos encontrados por qRT-PCR (correspondente aos segmentos pretos
nas barras da Figura 11 ) ndo teriam sido identificados pela BA e BP, simplesmente porque
eles ndo tém sintomas relacionados com a malaria. No entanto, a maioria dessas infec¢des
ndo diagnosticadas tem baixas densidades de gametdcitos (isto é, baixo nimero de
transcritos do gene pvs25). Como consequéncia, individuos assintomdticos que sdo
portadores de gametécitos contribuem com uma fracdo muito pequena (cerca de 0,4%) da

carga global de gametdcitos.
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Figura 11 - Proporcdo de portadores de gametdcito que seriam diagnosticados
(representados como segmentos de barras pretas), em 53 infeccdes por
Plasmodium vivax no noroeste do Brasil, sob diferentes cendrios hipotéticos
para diagnéstico da maldria, de acordo com a densidade de gametdcitos,
estimado pelo niumero de transcritos do gene pvs25 (nimero de cdpias /ul
de sangue) detectado pela PCR quantitativa em tempo real.
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Apenas os individuos sintomaticos sdo rastreados para os parasitos da malaria, mas um método de
diagndstico extremamente sensivel é utilizado para detecgdo de parasitos. Como consequéncia,
mesmo infecgdes com alta densidade de parasitos podem ser perdida se os portadores permanecem
assintomadticos. Os valores no eixo x sdo mostrados em escala logaritmica.

No segundo cendrio, apenas infeccoes detectadas pela gota espessa,
independentemente da presenca de sintomas, sao analisadas. Isso corresponde a estratégia
conhecida como busca ativa agressiva (BAA) (MACAULEY, 2005), que consiste na realizacdo
de triagem de toda a populag¢dao na busca de infec¢bes pelo parasito da malaria através de
microscopia convencional, independentemente de quaisquer sintomas clinicos. A
microscopia convencional ndo detectaria 28 de 53 (52,8%) portadores de gametdcitos
detectadas por gRT-PCR, porém a maioria das infec¢des ndao detectadas por gota espessa
tem baixas densidades de gametdcitos (Figura 12). Portanto, os portadores de gametdcitos
ndo detectados por microscopia convencional contribuem com uma pequena fracdo (em

torno de 1,7%) da carga gametdcitos geral.
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Figura 12 - Proporcdo de portadores de gametdcito que seriam diagnosticados
(representados como segmentos de barras pretas), em 53 infeccdes por
Plasmodium vivax no noroeste do Brasil, sob diferentes cendrios hipotéticos
para diagndéstico da maldria, de acordo com a densidade de gametdcitos,
estimado pelo niumero de transcritos do gene pvs25 (nimero de cdépias /ul
de sangue) detectado pela PCR quantitativa em tempo real.
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Sdo detectadas apenas infeccGes com exame de gota espessa positivos , independentemente da
presenca de sintomas. Como consequéncia, infeccbes com baixa densidade de parasitos (ou
subpatente) sdo perdidas, mesmo quando os individuos infectados sdo sintomaticos. Os valores no
eixo x sdo mostrados em escala logaritmica.

No ultimo cendrio, apenas a individuos sintomaticos sdo selecionados para detecc¢ao
de parasitos da maldria por meio de microscopia convencional. Isto é exatamente o que
rotina da BA e BP fazem no Brasil (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010) e em outros paises
endémicos com programas nacionais de controle da maldria bem estruturados. Esta
estratégia perderia uma porgdo substancial (26 de 44, 61,9%) dos portadores de

gametocitos, que contribuem com 4,0% da carga gametdcitos total (Figura 13).
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Figura 13 - Proporcdo de portadores de gametdcito que seriam diagnosticados
(representados como segmentos de barras pretas), em 53 infec¢cdes por
Plasmodium vivax no noroeste do Brasil, sob diferentes cendrios hipotéticos
para diagnostico da maldria, de acordo com a densidade de gametdcitos,
estimado pelo nimero de transcritos do gene pvs25 (nimero de cdpias /ul de
sangue) detectado pela PCR quantitativa em tempo real.
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Sdo selecionados apenas individuos sintomaticos cuja infeccdo foi detectada por microscopia
convencional. Como conseqliéncia, todas as infec¢des com exame microscopico negativo
(independentemente da presenca de sintomas) e infec¢Oes assintomaticas (independentemente da
densidade de parasitos) sdo perdidas. Observe que a maioria das infeccGes potencialmente nao
diagnosticados tem baixas densidades de gametdcitos (ou seja, baixos nimeros de transcritos do
gene pvs25). Os valores no eixo x sdo mostrados em escala logaritmica; numeros representam o
limite superior do nimero de cdpias de cada classe.

4.7 Teste de eficiéncia de cartGes de coleta na conserva¢ao de RNA

O amplo uso de métodos moleculares para deteccdo de gametdcitos como uma
ferramenta de saude publica é fortemente limitada pela necessidade de congelamento das
amostras sanguineas coletadas em trabalhos de campo a -70 °C ou em nitrogénio liquido,
até o isolamento do RNA e sintese de cDNA. Testamos, portanto, se a qRT-PCR em tempo
real pode detectar transcritos do gene pvs25 a partir de cDNA provenientes de RNA extraido
de amostras sanguineas impregnadas em membranas FTA, papel-filtro ou material

semelhante, ja que a possibilidade de detec¢do de gametdcitos em amostras colhidas nestes
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materiais seriam de grande relevancia, especialmente em estudos de campo como o nosso,
onde a manuteng¢do do sangue e transporte a -70 °C para andlise do RNA é complexa e
onerosa.

A fim de avaliar quais os tipos de cartdes de coleta seriam mais adequados na
conservacdo de mRNA de amostras sanguineas, realizamos um teste de eficiéncia onde
comparamos a eficiéncia dos cartdes FTA Classic Card (Whatman Inc., Florham Park, NJ), 903
Protein Saver Cards (Whatman Inc., Florham Park, NJ), Filter paper Whatman 3 (Whatman
Inc., Florham Park, NJ), e QlAcard FTA Spots (Hilden, Alemanha) na conservagdao de amostras
sanguineas de pacientes infectados por P. vivax. Para isso amostras de cinco pacientes com
resultados do exame microscépico de gota espessa positivos para infeccdo por P. vivax
foram colhidas nos diferentes cartdes, em duplicatas, e mantidas em temperatura ambiente
ou a -20 °C, totalizando 40 amostras.

Uma aliquota de sangue total dos individuos foi armazenada para realizacdo da
quantificacdo da parasitemia pela PCR em tempo real que variou entre 859 e 10433
parasitos/uL. O RNA das 40 amostras foi extraido e todas tiveram a extracdo bem sucedida,
ou seja, houve amplificacdo no PCR controle que utiliza o gene 185 rRNA como alvo. As
amostras foram entdao submetidas a PCR quantitativa em tempo real para detec¢ao de

gametdcitos, porém nenhuma apresentou amplificacdo do gene pvs25.

4.8 qRT-PCR e RT- PCR Aninhada para detec¢do de gametdcitos de P. vivax em amostras

capilares impregnadas em cartoes FTA

Entre os inquéritos transversais amostras de sangue capilar foram colhidas em
FTA Classic Card e mantidas em campo a temperatura ambiente por aproximadamente trés
meses, quando foram entdo armazenadas a -20 °C. Estas amostras foram submetidas ao
diagndstico molecular pela PCR em tempo real para confirmacdo da infeccdao pelo
Plasmodium. 52 das amostras se mostraram positivas para infeccdo por P. vivax
apresentando parasitemia média de 24,48 parasitos/uL, variando entre 0,26 e 258 parasitos/
uL.

O RNA das 52 amostras foi extraido e seus transcritos foram submetidos a PCR
controle, 17 amostras (32,7%) nao apresentaram amplificacdo do gene 18S rRNA, indicando

gue algumas das etapas (extracdo do RNA ou transcricdo reversa) ndo foram bem sucedidas.


http://www.qiagen.com/products/qiacardftaspots.aspx
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As extracOes e transcricdes reversas foram refeitas e as amostras se mantiveram negativas
sugerindo que o problema tenha sido provavelmente da conservagao das amostras. Para
deteccdo de gametdcitos foi realizada a PCR quantitativa em tempo real, ndo havendo
amplificacao do gene pvs25 em nenhuma das 35 amostras.

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade diagndstica nestas amostras colhidas em
cartOes FTA, foi padronizado um protocolo de PCR aninhado para detec¢do de gametdcitos
de P. vivax. A reacdo consiste em duas etapas aninhadas: para a primeira reacao foi utilizado
os mesmos primers e condi¢des de ciclagem utilizadas na RT-PCR convencional para
deteccdo de gametdcitos (secao 5.4), que amplifica um fragmento de 270 pb do gene pvs25.
Para segunda reacdo de amplificacdo, um par de primers internos ao fragmento gerado na
primeira reagdao foram desenhados, utilizando o software Primer Express, disponibilizado
pela Applied Biosystems, (Custom TagMan SNP Genotyping Assays - Primers and Probes
Assay-by-Design)  (Pvs25F-2 —  GAAAGAAACCCTAGGCAAAGCA e  Pvs25R-2 -
GCCCTCAATGCAACCACATT) que amplificam um fragmento de 101pb. Para segunda reacao
foram utilizados 12,5 puL de uma mistura comercial (Go Taq® Green Master Mix, Promega),
0,8 L dos primer Pvs25F-2 e Pvs25R-2 e 9uL de dgua livre de nucleases, totalizando um
volume de 23,5 pl. Adicionou-se, entdo, 1,5 pL do produto da primeira rea¢do. O material foi
levado ao termociclador GenAmp PCR System 9700 equipament (Applied Biosystems, Foster
City, CA), procedendo ao seguinte programa de amplificacdo: desnaturacdo a 94 °C por 2
minutos e 38 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 40 segundos a 58 °C, 50 segundos a 72 °Ce 5
minutos a 72 °C para extensao final.

Ao final da segunda rea¢ao os fragmentos amplificados foram visualizados em gel de
agarose 1,5%, corados com brometo de etidio (100 uM) e identificados com base no padrao
de tamanho marcador de 100 pb (Fermentas Life Sciences).

Quando submetidas a RT- PCR aninhada para a deteccdo de gametécitos 71,4% (23
das 35 amostras testadas) foram positivas, ou seja, houve amplificacdo do gene pvs25

indicativo da presenca de gametdcitos na amostra como mostrado na Figura 14.
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Figura 14 - Fragmentos obtidos ao final da RT- PCR Aninhada para deteccdo de gametdcitos
de P. vivax visualizados em gel de agarose 1,5%.
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controle negativo.
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5.1 Detec¢ao molecular de gametacitos

Ao longo dos anos a prevaléncia de gametdcitos das principais espécies de parasitos
causadoras de malaria humana tem sido largamente subestimada pelo exame microscépico,
muitas vezes pelo fato das pessoas infectadas possuirem densidades de gametécitos abaixo
do nivel de detecgao microscépica. Estudos de campo, utilizando métodos moleculares para
a deteccdo de parasitos da maldria e seus gametdcitos, tem revelado um reservatorio
infeccioso muito maior do que tinha sido previsto entre os casos clinicos (BABIKER;
SCHNEIDER, 2008). O desenvolvimento de métodos moleculares para detecgdo de
gametdcitos tem, portanto, contornado a limitacdo da microscopia e se mostra uma
poderosa ferramenta para o diagndstico e pesquisa, permitindo estudos sobre a biologia e
epidemiologia de gametdcitos em infeccdes naturais.

Neste trabalho, padronizamos dois diferentes métodos para detec¢do molecular de
gametdcitos: a PCR qualitativa convencional e a RT-PCR quantitativa em tempo real, ambas
tendo como alvo a amplificacdo dos genes pvs25 (P. vivax) e pfs25 (P. falciparum). A fim de
validar as técnicas padronizadas, ambas as técnicas foram aplicadas em amostras colhidas
em estudo de campo realizado no noroeste do Brasil.

A deteccdo de gametdcitos pela RT-PCR quantitativa em tempo real provou ser
substancialmente mais sensivel que a RT-PCR convencional, sendo capaz de detectar
transcritos do gene pvs25 em 62 das 64 (96,9%) amostras de sangue total testadas,
enguanto que com a PCR qualitativa convencional a percentagem de positividade foi de
85,9%, ou seja, 55 de 64 das amostras testadas. A PCR quantitativa em tempo real utilizando
SYBR Green, padronizada por nds, mostrou-se, portanto, uma ferramenta valiosa para
detectar e quantificar gametdcitos de P. vivax. Além de ser uma técnica de custo
relativamente baixo, tem alta sensibilidade e, mais importante, é um sistema de
fluorescéncia bastante flexivel e, portanto, uma alternativa as sondas TagMan (BHARTI et al.,
2006) e a outras técnicas moleculares (BEURSKENS et al., 2009) utilizadas nesse tipo de
estudo.

Nossos resultados mostram que a prevaléncia de gametécitos de P. vivax em areas
endémicas é muito maior do que aquela geralmente detectada por microscopia. Mostramos

gue quase todos os individuos infectados por P. vivax em nossa area de estudo, quer
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sintomaticos ou ndo, e independentemente da sua carga parasitaria, tém gametdcitos
maduros circulantes no sangue periférico.

A maioria das estimativas da taxa de portadores de gametécitos de P. vivax
atualmente disponivel para comparagao provém de ensaios clinicos que incluiram pacientes
sintomaticos e com gota espessa positiva (BOUSEMA; DRAKELEY, 2011). Nestas populacdes
selecionadas, as taxas de detec¢dao de gametdcitos por microscopia convencional variou
amplamente de 22% a 100%. Em um estudo de campo realizado no Afeganistdo e no
Paquistdo, por exemplo, todos os pacientes com infeccdo por P. vivax confirmada
microscopicamente tiveram gametdcitos detectados (LESLIE et al., 2007). Porém outros
estudos encontram diferentes prevaléncias de portadores de gametdcitos. Pukrittayakamee
e colaboradores (2012), em estudo realizado em Bancoc, mostraram que 77 dos 349 (22%)
pacientes infectados por P. vivax eram portadores de gametdécitos. McKenzie et al. (2006)
encontraram gametdcitos em 57% das laminas em que formas assexuadas de P. vivax
haviam sido encontradas. O exame microscopico de gota espessa mostra-se pouco sensivel
para a detec¢do de gametdcitos de P. vivax circulantes e apresenta uma ampla variagdo nos
resultados encontrados. Esses resultados sdo esperados, ja que esta técnica apresenta varias
limitacGes inerentes, diretamente relacionadas com a preparacdo da lamina, a experiéncia
do microscopista entre outros fatores.

A utilizacdo de técnicas moleculares, no entanto, tem-se mostrado mais sensivel,
permitindo a identificacdo de portadores de gametdcitos submicroscépicas. Em geral, a
prevaléncia de gametdcitos detectada por métodos moleculares é 4 a 10 vezes superior a
estimada por microscopia (NWAKANMA et al., 2008; OUEDRAOGO et al., 2007; SAUERWEIN,
2007).

Até o momento, poucos estudos foram realizados utilizando métodos moleculares
para deteccdo de gametdcitos de P.vivax; aqueles que se encontram disponiveis utilizam
diferentes metodogias e diferentes alvos para deteccdo de gametdcitos. Beurkens et
al. (2009) utilizaram QT- NASBA e encontraram transcritos de pvs25 em 51 das 74 (69%)
amostras clinicas rastreadas. Uma RT-PCR multiplex aninhada, tendo como alvo também o
gene pvs25, foi recentemente desenvolvida por Kuamsab et al. (2012) e detectou
gametodcitos em 91,1% das amostras de pacientes infectados por P. vivax analisadas. A
deteccdo molecular foi 9,5 vezes maior que a deteccdo por microscopia encontrada neste

estudo. Chansamut et al. (2012) padronizaram uma RT-PCR quantitativa em tempo real,


http://www.ajtmh.org/search?author1=Sasithon+Pukrittayakamee&sortspec=date&submit=Submit
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tendo como alvo o gene ortdlogo ao gene Pfg377 em P. vivax. Das 70 amostras sanguineas
com gametdcitos detectados por microscopia submetidas a RT-PCR, 82,8% das amostras
foram positivas.

Dentre as diferentes técnicas existentes para detecgdao de gametdcitos de P. vivax, a
RT-PCR quantitativa em tempo real padronizada por nds parece ser a técnica mais sensivel,
ja que foi possivel a detecgdao de gametdcitos em uma porcentagem superior a das demais
técnicas descritas, levando em consideracdo que nosso grupo de amostras analisadas é
bastante heterogéneo (incluindo amostras com parasitemias submicroscépicas).

Encontramos uma correlagdo positiva entre o nimero de cépias de transcritos do
gene pvs25, detectados por qRT-PCR e a densidade de parasitaria total (estagios assexuados
e estagios sexuais do parasita) (p=0,445, P=0,0001). O numero de cdpias de transcritos de
pvs25 correlaciona-se positivamente com o numero de gametdcitos maduros circulantes
(BHARTI et al., 2006), podendo ser utilizado como uma estimativa indireta da densidade de
gametdcitos na amostra. Estes dados sdo consistentes com estudos anteriores, que também
correlacionam positivamente densidade de gametdcitos e densidade de parasitas

assexuados determinados por microscopia convencional (MCKENZIE et al., 2006).

5.2 Gametocitos em portadores assintomaticos de parasitemias subpatente

Uma grande limitagdo das estratégias de controle baseadas em BA e BP é que as
infeccOes assintomaticas passam despercebidas e consequentemente ndo sdo tratadas
(COURA; SUAREZ-MUTIS; LADEIA-ANDRADE, 2006; MACAULEY,2005) e podem representar
uma fonte significativa de gametdcitos infectantes em toda a Bacia Amazobnica do Brasil
(ALVES et al., 2005).

InfeccGes malaricas assintomaticas e a doenca com tipicos paroxismos febris sdo
pontos extremos do amplo espectro da doenca clinica causada por parasitos da maldria. A
imunidade clinica naturalmente adquirida, a carga parasitaria, a viruléncia do parasito, a
idade do hospedeiro e os fatores genéticos do hospedeiro provavelmente modulam, de
diferentes maneiras, a expressdao clinica da malaria. Portanto, estratégias de controle
baseadas em BA e BP, atualmente utilizada no Brasil, tém de lidar com uma doenca

heterogénea em que a febre alta e os paroxismos ciclicos com calafrios, sudorese profusa, as
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marcas registrada da malaria descrita nos livros, ndo sdo necessariamente as caracteristicas
encontradas (da SILVA et al., 2010).

Por este e outros motivos uma proporcao consideravel de portadores de gametdcitos
deixa de ser detectada por estratégias de controle baseadas em BA e BP. Por exemplo, mais
de dois tercos das infeccdes maldricas em assentamentos agricolas na Amazbnia possuem
gotas espessas negativas (sendo detectadas apenas por PCR) e sdo provenientes de
individuos assintomaticos (da SILVA et al., 2010).

Em estudo realizado também no assentamento agricola do Remansinho, foi
encontrada uma prevaléncia global de infec¢bes malaricas a partir do exame microscépico
de 6,5%, enquanto pelo diagndstico molecular foi de 17,8%, evidenciando assim que o RT-
PCR foi capaz de detectar cerca de trés vezes mais infec¢des do que a microscopia. Entre as
infeccdes diagnosticadas, observou-se que 66,3% eram provenientes de individuos
assintomadticos (Amanda B. Gozze e Marcelo U. Ferreira, dados ndo publicados).

No entanto, uma vez que a maioria das infeccdes ndo diagnosticadas e n3do tratadas
tem densidades muito baixa de gametdcitos, sua contribuicdo em relacdo a carga total de
gametdcitos e a transmissdo da maldria pode ser considerada insignificante. Na verdade, o
numero de gametdcitos de P. vivax circulantes correlaciona-se positivamente com a taxa de
sucesso de infec¢Ges experimentais de anofelinos sul-americanos (BARTHI et al., 2006) e do
Sudeste Asiatico (CHANSAMUT et al., 2012), com doadores de sangue com baixa densidade
de gametécitos sendo menos infecciosos para esses vetores. No entanto, infecgbes
assintomaticas ndo tratadas permitem a circulacdo de gametdcitos potencialmente
infectantes por periodos de tempo prolongados, enquanto gametécitos de P. vivax em
pacientes tratados tém um tempo de clareamento médio de 2 horas apds o tratamento com
cloroquina e primaquina (PUKRITTAYAKAMEE et al., 2008). Como consequéncia, a
contribuicdo relativa das infeccGes assintomaticas e submicroscépicas na transmissao de P.
vivax nas comunidades pode ser subestimada, se ndo se considerar a duracdo do periodo
infeccioso, que por sua vez pode ser medida em estudos bem desenhados de coorte.

Curiosamente, alguns individuos nesta area podem permanecer assintomaticos
apesar das suas parasitemias e densidades de gametdcitos relativamente elevadas (isto €,
elevado numero de transcritos do gene pvs25), provavelmente devido a imunidade clinica
adquirida (da SILVA-NUNES et al., 2012). Na verdade, ndo foi encontrada nenhuma clara

associacdo entre a carga parasitaria total (nUmero de estagios sanguineos sexuais e
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assexuados circulantes) com a frequéncia e intensidade dos sintomas relacionada a malaria
nesta populagdo (Amanda B. Gozze e Marcelo U. Ferreira, dados nao publicados), sugerindo
gue o limiar de densidade parasitaria associado com os sintomas, varia muito de acordo com

a idade dos hospedeiros e a exposi¢ao cumulativa a malaria.

5.3 Detec¢ao de gametdcitos de P. vivax em amostras impregnadas em cartoes

Embora a detecgao molecular baseada na amplificagdo de transcritos de mRNA tenha
ajudado a investigacdo epidemioldgica de gametdcitos de Plasmodium, a natureza labil do
RNA e a presenca de RNases representam desafios para a amostragem em condicdes de
campo, onde o calor e a umidade podem levar a degradacdo do mRNA (BAUER; POLZIN;
PATZELT, 2003). Um melhor tratamento das amostras de RNA utilizando, por exemplo,
tampodes de estabilizagao, realizando o transporte em gelo seco, e armazenando a -70 °C
permite a manutencdo da integridade dos acidos nucleicos, mas restringe o uso desse tipo
de amostra a laboratérios bem equipados.

Para facilitar a amostragem e armazenamento em ambientes com recursos limitados
a utilizacdo de papéis filtro tem sido proposta para estudos de deteccdo de gametdcitos
(MLAMBO et al., 2008). Papéis de filtro tém sido rotineiramente utilizados de maneira bem
sucedida no armazenamento de amostras de sangue total para a recuperacdo tanto de DNA
quanto de anticorpos (CORRAN et al.,, 2008; TAYLOR et al.,, 2011) , além de serem
amplamente utilizados com sucesso como uma fonte de RNA para quantificacdo de carga
viral de HIV-1. Um estudo recente realizado na india, por exemplo, demonstrou uma
sensibilidade de 95% para a deteccdo de HIV-1 a partir de amostras sanguineas armazenadas
em 903 Protein saver cards mantidas a temperatura ambiente por 3 a 6 meses (VIDYA et al.,
2012).

Um dos objetivos deste estudo foi determinar se papéis-filtro e materiais
semelhantes sdo uma alternativa viavel para o armazenamento de mRNA em amostras de
sangue total colhidas em estudo de campo, para deteccdo de gametdcitos de P. vivax.

Primeiramente testamos quais os tipos de papéis-filtro seriam mais adequados para
o armazenamento de mRNA em amostras sanguineas, além de tentar explorar a flexibilidade
das condi¢cdes de armazenagem verificando se condi¢Ges menos rigorosas (temperatura

ambiente) poderia ser utilizada sem afetar as estimativas de prevaléncia de gametdcitos.
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Para isso amostras de cinco pacientes com maldria aguda foram colhidas em quatro
diferentes cartGes comerciais existentes, destinados a coleta, transporte e armazenagem de
amostras sanguineas, e mantida em duas condi¢cdes de armazenagem, -20 °C e a
temperatura ambiente. Optamos por utilizar como metodologia para detec¢ao de
gametdcitos nessas amostras, a PCR quantitativa em tempo real tendo como alvo a
amplificacdo do gene pvs25, por esta ter demontrado bons resultados, apresentando alta
sensibilidade quando utilizada em amostras venosas criopreservadas, como demonstrado
por este estudo.

A deteccdo de gametdcitos utilizando esta metologia falhou, ndo havendo
amplificagao do fragmento especifico em nenhuma das amostras. Excluimos falha nas etapas
de extracao e amplificacdo, pelo uso dos controles que possibilitaram monitorar a execussao
destas etapas. Esta metodologia ndo se mostrou, portanto, a mais indicada para deteccdo de
gametdcitos neste tipo de amostra. Porém todos os papéis utilizados se mostraram
eficientes na conservacdao de RNA, jd que todas as amostras apresentaram amplificacdo do
gene 18S rRNA utilizado como controle.

O trabalho de Jones et al. (2012) comparou a deteccdo de gametdcitos de P.
falciparum por meio de RT-PCR e QT-NASBA, em amostras impregnadas em trés diferentes
tipos de cartdes de coleta (FTA classic card, 903 Protein Saver Card e 3MM filter papers)
submetidos a diferentes condi¢cdes de armazenamento, e mostraram que 903 Protein Saver
Card é melhor para amostragem de mRNA de pfs25 em comparagao com FTA classic card, e
qgue 3MM filter papers pode vir a ser uma opc¢do de baixo custo, satisfatoria para
amostragem de mRNA de pfs25, desde que sejam secados adequadamente.

Pritsch et al. (2012) também sugere que a utilizacdo de 3MM filter papers para
quantificacdo de gametécitos de P. falciparum utilizando como metodologia QT-NASBA em
tempo real é pratica e recomendavel, onde o método mostra- se sensivel o suficiente para a
deteccdo de densidades submicroscdpicas de gametdcitos mesmo depois de um
armazenamento prolongado.

Trabalhos de deteccdo de gametdcitos de P. falciparum em amostras sanguineas
colhidas em papel filtro utilizam PCR aninhada tendo como alvo o gene pfs25, obtendo
sucesso na amplificacdo do fragmento especifico em tais amostras (JONES et al., 2012;
MLAMBO et al., 2008; STRESMAN et al., 2010). Nenhum trabalho semelhante havia sido

realizado utilizando-se o gene pvs25 em amostras de P. vivax. Por isso, padronizamos uma
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RT-PCR aninhada para deteccdo de gametdcitos de P. vivax a partir de amostras conservadas
em mebranas FTA. Esta metodologia foi capaz de detectar a presenca de gametdcitos em
71,4% das amostras de P. vivax colhidas em FTA Classic Card, entre os inquéritos
transversais.

Jones e colaboradores mostraram recentemente que a deteccdo de gametdcitos
utilizando FTA Classic Card é mais eficiente quando os cartGes sdo armazenados apds a
coleta a -80 °C, sendo a detec¢do menos eficaz quando armazenados a -20 °C ou 22 °C e
ainda mais baixa, quando armazenado a 35 °C. Mostraram também que amostras
armazenadas em FTA Classic Card foram mais suscetiveis a mudangas de temperatura de
armazenamento, resultando em uma perda de detectabilidade de gametdcitos desses
cartoes.

Nossas amostras submetidas a PCR aninhada foram colhidas de polpa digital e
mantidas em campo a temperatura ambiente de 1-3 meses sem dessecante, antes de serem
colocados em sacos plasticos selados, com dessecante, e congelados a -20 °C. Com auxilio
dos dados obtido por Jones et al. (2012), podemos explicar a baixa prevaléncia de
gametdcitos (quando comparadas as amostras venosas criopreservadas) nas amostras
colhidas em cartées FTA como consequéncia do periodo prolongado em que elas foram
mantidas, a temperaturas elevadas, além de terem sido expostas a alta umidade, condicdes
caracteristicas da Amazonia.

Das amostras colhidas em FTA, 32,4% apresentaram falha na extragao,
provavelmente em funcdo da exposicdao das amostras ao calor e a umidade que tem sido
sugerida como causadores de danos ou desnaturacdo do RNA, ndo soé através da formacao
de cortes nas cadeias de dacidos nucleicos, ou por hidrdlise da fita, mas também pela
degradacdo de amplificacdo causada por exposicdo a luz UV (KANSAGARA et al., 2008). A
remocao de umidade por secagem durante a noite, juntamente com inclusdo de dessecante
pode ser uma alternativa em trabalhos futuros, pois ndo sé previne a destruicao fisica do
papel, mas vai também diminui a degradacdo do RNA.

Concluimos, portanto, que os papéis-filtro podem ser uma fonte conveniente para
armazenagem de amostras, sendo uma alternativa as amostras venosas criopreservadas na
coleta em campo. No entanto, melhorias no armazenamento da amostra, no isolamento do
RNA e nas estratégias de amplificacdo do gene pvs25 sdo necessarios para que este tipo de

amostra possa ser recomendado para uso em grande escala em pesquisas de deteccdo
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gametdcitos de P.vivax. A deteccdo de gametdcitos em amostras de sangue coletadas em
papel filtro e cartdes semelhantes seria importante especialmente em estudos de campo
como o nosso, onde a manutencao do sangue e transporte a -70 °C para analise do RNA é

complexa € onerosa.



6 CONCLUSOES



80

. Comparamos diversas técnicas para a conservagdo de amostras no campo para posterior
extracdo de RNA, tendo como material de partida sangue venoso ou sangue capilar.
Concluimos que as amostras de sangue venoso congeladas em nitrogénio liquido, sem

nenhum estabilizante, representam a melhor op¢ao em termos de custo-beneficio;

. padronizamos técnicas de extracdo de RNA a partir de sangue venoso e sangue capilar,

priorizando-se aquelas que podem ser utilizadas em larga escala e automatizadas;

. padronizamos métodos moleculares para a detec¢dao e quantificagdo de gametdcitos
maduros de P. falciparum e P. vivax tendo como alvo transcritos dos genes pfs25 e pvs25,
respectivamente. Concluimos que a PCR quantitativa em tempo real tem maior
sensibilidade do que a PCR convencional para a deteccdo de transcritos de pvs25 em

amostras de campo;

. padronizamos um ensaio de PCR qualitativa aninhada para detec¢ao de transcritos de
pvs25 colhidas e preservadas em condicdoes de campo. Esta técnica, quando aplicada a
amostras colhidas em cartées tipo FTA, mostrou-se mais sensivel do que a PCR

guantitativa em tempo real;

. com a aplicacdo das técnicas padronizadas em amostras de campo, mostramos que a
grande maioria dos individuos com infec¢cGes por P. vivax, sintomaticas ou ndo e patentes
ou subpatentes, apresenta gametécitos maduros circulantes no momento do diagndstico,

com implicagBes claras para o controle da maldria causada por esta espécie.
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The proportion of Plasmodium vivax-infected subjects that carry mature gametocytes, and thus are poten-
tially infectious, remains poorly characterized in endemic settings. Here, we describe a quantitative
reverse transcriptase (RT) real-time PCR (qRT-PCR) that targets transcripts of the mature gametocyte-
specific pvs25 gene. We found mature gametocytes in 42 of 44 (95.4%) P. vivax infections diagnosed dur-
ing an ongoing cohort study in northwestern Brazil. SYBR green qRT-PCR was more sensitive than a con-
ventional RT-PCR that targets the same gene. Molecular detection of gametocytes failed, however, when

Key Word.s" . dried bloodspots were used for RNA isolation and complementary DNA synthesis. Estimating the number
Plasmodium vivax

Gametocytes of pvs25 gene transcripts allowed for examining the potential infectiousness of gametocyte carriers in a
Diagnosis quantitative way. We found that most (61.9%) gametocyte carriers were either asymptomatic or had sub-

patent parasitemias and would have been missed by routine malaria control strategies. However, poten-
tially undiagnosed gametocyte carriers usually had low-density infections and contributed a small
fraction (up to 4%) to the overall gametocyte burden in the community. Further studies are required to
determine the relative contribution to malaria transmission of long-lasting but low-density gametocyte-
mias in asymptomatic carriers that are left undiagnosed and untreated.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
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site, causes up to 390 million episodes of disease each year in Cen-
tral and South America, the Middle East, Central, South and
Southeast Asia, Oceania and East Africa (Price et al., 2007), where
2.85 billion people are currently at risk of infection (Guerra et al.,
2009). Mature gametocytes of P. vivax, in contrast with those of
Plasmodium falciparum, are found in the bloodstream early in the
course of infection, often before symptoms emerge and drug
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treatment is started. As a consequence, significant transmission of
P. vivax may persist even in areas where timely diagnosis and
treatment can be achieved (Sattabongkot et al., 2004; Bousema
and Drakeley, 2011).

Microscopic examination of Giemsa-stained thick blood smears
is poorly sensitive for detecting circulating P. vivax gametocytes.
Under ideal conditions, the detection limit of microscopy is around
10-20 parasites/pl blood (Gilles, 1993). P. vivax infections are char-
acterized by low parasitemias, since this parasite finds a limited
supply of reticulocytes to infect in the peripheral blood, and only
a small proportion of circulating blood stages (around 2%) are
gametocytes (McKenzie et al., 2006). Therefore, the proportion of
infected subjects that are potentially infectious (i.e., carry mature
gametocytes) remains largely unknown in P. vivax-endemic
settings.

Over the past decade, molecular methods have been developed
to detect RNA transcripts that are specific of mature P. falciparum
gametocytes, with a detection limit of 0.02-10 gametocytes per
microliter of blood (Babiker et al., 2008). Molecular diagnosis re-
quires the amplification of RNA transcripts of genes expressed
exclusively by gametocytes, such as pfs25 and pfg377, with the
use of techniques such as reverse transcriptase (RT)-polymerase
chain reaction (PCR), quantitative nucleic acid sequence-based
amplification (QT-NASBA) and RT loop-mediated isothermal
amplification (RT-LAMP) (Babiker et al., 2008). More recently,
these methods have been adapted to P. vivax orthologs of gameto-
cyte-expressed genes (Bharti et al., 2006; Beurskens et al., 2009;
Chansamut et al., in press). QT-NASBA detected gametocyte tran-
scripts in nearly two thirds of P. vivax-infected subjects (Beurskens
et al., 2009) and the number of copies of mature gametocyte-spe-
cific RNA transcripts in blood samples predicted the success of
experimental infection of anopheline mosquitoes (Bharti et al.,
2006; Chansamut et al., in press).

Here, we compare techniques for field sample preservation and
describe a quantitative RT-PCR for P. vivax gametocyte detection
and quantitation. With the use of properly processed samples,
we found mature gametocytes in nearly all P. vivax infections diag-
nosed during an ongoing cohort study in northwestern Brazil, even
among asymptomatic carriers of subpatent parasitemias that are
missed by conventional microscopy. We discuss the potential
implications of these findings for malaria control and elimination
strategies.

2. Materials and methods
2.1. Study area and clinical samples

Our study subjects are participants in an ongoing prospective
cohort study in the farming settlement of Remansinho, in the state
of Amazonas, in the Western Amazon Basin of Brazil, close to the
borders with Peru, Bolivia and the Brazilian states of Rondonia
and Acre (da Silva-Nunes et al., 2012). The field site is character-
ized by year-round hypoendemic malaria transmission, with
P. vivax prevalence rates varying between 5% and 11%. P. vivax ac-
counts for more than 90% of all malaria infections diagnosed in this
area. All samples used throughout this study were collected from
subjects with laboratory-confirmed P. vivax infection under proto-
cols approved by the Institutional Review Board of the University
Hospital, University of Sdo Paulo (1025/10), and by the National
Research Ethics Committee of the Ministry of Health of Brazil
(551/2010).

Three sample sets were analyzed (Table 1). The first set con-
sisted of 44 venous blood samples collected during mass blood sur-
veys between September 2010 and October 2011. Donors were 36
subjects (seven contributed 2 samples and one contributed 3

samples collected on different occasions) aged 5-56 years (median,
26 years) presenting with either symptomatic (n =24) or asymp-
tomatic (n=20) single-species infection with P. vivax confirmed
by quantitative real-time PCR (qPCR) targeting a species-specific
fragment of the 18S rRNA gene. Parasitemias estimated by qPCR
were usually low (geometric mean, 70.9 parasites/ul blood),
ranging between 2 and 7478 parasites/pl blood; only 21 of these
infections were also diagnosed by microscopic examination of
Giemsa-stained thick smears. To determine the presence and
intensity of 13 malaria-related symptoms (fever, chills, sweating,
headache, myalgia, arthralgia, abdominal pain, nausea, vomiting,
dizziness, cough, dyspnea, and diarrhea) up to seven days prior
to enrollment, we used a structured questionnaire as described
(da Silva-Nunes and Ferreira, 2007). Blood samples drawn into
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)-treated vacuum tubes
were placed on ice packs until processed in the field laboratory,
4-12 h later. One 1-ml aliquot of each sample was transferred to
cryotubes and frozen at —70 °C. After 2-4 weeks, samples were
transferred to liquid nitrogen and thawed 1-3 months later for
RNA isolation. A 200-pl aliquot of the same samples was kept at
—20 °C and used for DNA isolation.

The second set consisted of venous blood samples collected
from five febrile subjects presenting with single-species P. vivax
infection confirmed by both microscopy and qPCR (parasitemia
ranging between 859 and 10433 parasites/p blood). Up to 4 h after
blood collection, 125-pl aliquots of EDTA-treated whole blood
were pipetted onto four types of cards: FTA classic cards, Whatman
#3 filter papers, 903 protein saver cards (all from Whatman, Clif-
ton, NJ) and QIAcard FTA cards (Qiagen, Hilden, Germany). Two
cards of each type were spotted with each blood sample, air-dried
at room temperature and stored in sealed plastic bags with desic-
cant, for 1-2 months. One card was kept at ambient temperature,
while the duplicate was frozen at —20 °C until RNA isolation. A
200-ul aliquot of each blood sample was kept at —20 °C and used
for DNA isolation.

The third set consisted of archived capillary blood samples (vol-
ume, 10-30 pl) collected by finger prick between March and Sep-
tember 2010 and spotted onto FTA classic cards (Whatman).
Donors (n=36) were patients presenting at the malaria clinic of
Remansinho with either symptomatic or asymptomatic infection
with single-species P. vivax confirmed by qPCR. Cards had been
stored in the field site at ambient temperature for 1-3 months,
with no desiccant, before being placed in sealed plastic bags with
desiccant and frozen at —20 °C until DNA and RNA isolation, up
to 8 months later.

2.2. RNA isolation and complementary DNA synthesis

RNA isolation from 200-pl aliquots of venous blood samples
was carried out using the QIAmp Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany), following the manufacturer’s protocol (QIAmp
Viral RNA Mini Handbook, third edition, April 2010). Briefly, clinical
samples were incubated with buffer AVL for 10 min at room tem-
perature for cell lysis, mixed with ethanol, applied to a spin column,
centrifuged and washed with buffers AW1 and AW2. RNA was then
eluted from the columns with the AVE buffer and stored at —70 °C
until complementary DNA (cDNA) synthesis, up to 1 week later.
Since RNA and DNA are isolated in parallel with this procedure,
the eluate (4 pl) was treated three times with a RNAse-free DNAse
(Fermentas, Burlington, Canada), according to the manufacturer’s
protocol, for removal of residual genomic DNA from RNA prepara-
tions to be used as templates for cDNA synthesis.

For RNA isolation from bloodspots on FTA classic cards, What-
man #3 filter papers, 903 protein saver cards and QIAcard FTA
cards, we excised 3-mm dried-blood discs with a Harris micro-
punch. We used the classical TRIzol LS reagent protocol for RNA
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Table 1

Methods for field sample processing and storage, RNA isolation and amplification used in this study.

Type of No. Field sample processing and storage RNA isolation RT-PCR method
sample samples
Venous 44 1 ml blood transferred to cryotubes and kept at —70 °C for 2-4 weeks ~ QIAamp Viral RNA kit (Qiagen) Conventional and
blood and afterwards in liquid nitrogen (1-3 months) until RNA isolation quantitative real
time RT-PCR
Venous 5 125 pl blood spotted onto FTA classic cards, Whatman#3 filter papers, RNA elution with RNA processing buffer Quantitative real
blood 903 protein saver cards (Whatman) or QIAcard FTA cards (Qiagen) and (Whatman FTA Protocol BRO1) followed by time RT-PCR

stored in sealed plastic bags with desiccant at ambient temperature or

—20 °C (1-2 months) until RNA isolation
Capillary 36

10-30 pl blood spotted onto FTA classic cards (Whatman), stored at
blood ambient temperature (1-3 months) and afterwards at —20 °C, in sealed
plastic bags with desiccant (up to 8 months) until RNA isolation

standard TRIzol LS protocol

Quantitative real
time RT-PCR

RNA elution with RNA processing buffer
(Whatman FTA Protocol BRO1) followed by
standard TRIzol LS protocol

extraction, essentially as described by the manufacturer (Invitro-
gen, Carlsbad, CA). Discs were placed in 2-ml reaction tubes, incu-
bated with 400 pl RNA processing buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.0;
0.1 mM EDTA, 800 U/ml RNase Out (Invitrogen), 200 pg/ml glyco-
gen and 2 mM dithiothreitol (DTT)) on ice for 15 min, with mixing
every 5 min. The disc was removed and 750 pu of TRIzol LS reagent
(Invitrogen) was added. The sample was vortexed for 15s and
incubated at room temperature for 15 min. After adding 200 p of
chloroform, the solution was centrifuged (12,000g for 15 min at
4 °C) and the aqueous phase was transferred to a clean reaction
tube. RNA was precipitated with 500 pl isopropyl alcohol on ice
for 1h. The pellet resulting from centrifugation (12,000g for
45 min at 4°C) was washed with 75% ethanol, air dried,
resuspended in 10 pl RNAse-free water and treated with DNAse,
as described above, prior to use for cDNA synthesis. Regardless of
the source of template RNA, cDNA was synthesized using the
single-tube procedure of the Maxima First Strand cDNA synthesis
kit for RT-qPCR (Fermentas), according to the manufacturer’s
instructions.

2.3. Gametocyte detection by qualitative reverse transcriptase PCR

The conventional, qualitative RT-PCR protocol was standardized
with the oligonucleotide primers (forward, AAC GAA GGG CTG GTG
CAC CTT T; reverse, AGC AAC CTG CAC TTT GGA TTT CCG) designed
by Bharti et al. (2006) to amplify a 267-bp fragment of the pvs25
gene. The 25-pl PCR reaction mixture contained 9 pl of nuclease-
free water, 0.3 nM (0.8 pl) of each primer, 1.5 pul of template cDNA,
and 12.5 pl of the GoTaq Green master mix 2x (Promega, Madison,
WI). Thermal cycling, carried out on a GeneAmp PCR System 9700
equipment (Applied Biosystems, Foster City, CA), started with a 2-
min denaturation step at 95 °C, followed by 35 cycles of 95 °C for
30s, 55 °C for 35 s and 68 °C for 2.5 min, with a final 10-min final
extension step at 68 °C. Amplicons were visualized after 1.5% aga-
rose gel electrophoresis and staining with 100 uM ethidium bro-
mide. The following negative controls were used: (a) to control
for genomic DNA contamination, a RT-minus control (containing
all reagents for reverse transcription except for the Maxima en-
zyme mix (Fermentas)) was run for each RNA sample, using the
standard RT-PCR protocol reagents; (b) to control for reagent con-
tamination, no-template controls (containing all reagents for re-
verse transcription except for the RNA template) were run for
every PCR microplate. As a control for cDNA template integrity,
for each sample we run a qPCR targeting the 18S rRNA gene of P.
vivax (described below, under Laboratory diagnosis of malaria),
which is expressed by all parasite’s blood stages. RNA isolation
and cDNA synthesis were repeated whenever amplification of the
18S rRNA control product failed. As a positive control for pvs25 gene
amplification, genomic P. vivax DNA templates were run for every
PCR microplate.

2.4. Gametocyte detection and quantification by reverse transcriptase
real-time PCR

We standardized a SYBR green quantitative real-time RT-PCR
(gqRT-PCR) to detect and quantify pvs25 gene transcripts using the
same oligonucleotide primers described above. The 267-bp ampli-
fied gene fragment was cloned into the pGEM-T Easy plasmid vec-
tors (Promega); in every PCR microplate, a standard curve was
prepared with 10 tenfold dilutions of the plasmid DNA, starting
with 1.4 x 10° plasmid copies/ul. Real-time PCR was carried out
in triplicate, on a Mastercycler realplex S real-time thermal cycler
(Eppendorf, Hamburg, Germany). Each 15-pL reaction mixture
contained 2 pL of sample cDNA, 7.5 pL of 2x Maxima SYBR Green
gPCR master mixture (Fermentas) and 0.3 M of each oligonucleo-
tide primer. Amplification included a template denaturation step at
95 °C (2 min) followed by 35 cycles of 30 s at 95 °C, 35 s at 55 °C
and 2.5 min at 68 °C, with fluorescence acquisition at the end of
each extension step and a final extension step of 10 min at 68 °C,
with a final melting program consisting of 15s at 95°C, 15s at
60°C, and a stepwise temperature increase of 0.03 °C/s until
95 °C. Fluorescence acquisition was done at each temperature
transition.

2.5. Laboratory diagnosis of malaria

Whenever available, Giemsa-stained thick blood smears had at
least 100 fields examined for malaria parasites under 1000 x mag-
nification by two experienced microscopists before being declared
negative. Blood samples were further examined for malaria para-
sites by qPCR. When venous blood samples were available, DNA
isolation from 200-pl aliquots, using QIAamp DNA blood kits (Qia-
gen), was fully automated on a QIAcube equipment (Qiagen) fol-
lowing the manufacturer’s protocol. DNA isolation from finger-
prick blood samples spotted onto FTA classic cards was also carried
out on a QIAcube equipment (Qiagen); we used the QIAmp DNA
micro kit combined with the QIAcube protocol for the QIAmp
DNA investigator kit for optimal DNA yield.

Each 15-pL gqPCR mixture contained 2 pL of template DNA (or
one washed disk), 7.5 pL of 2x Maxima SYBR Green qPCR master
mixture (Fermentas) and 0.5 UM of each primer. We used the for-
ward primer P1 (ACG ATC AGA TAC CGT CGT AAT CTT) and the re-
verse primer V1 (CAA TCT AAG AAT AAA CTC CGA AGA GAA A),
which allow the amplification of a P. vivax-specific 100 kb frag-
ment of the 78S rRNA gene (Kimura et al., 1997). Standard curves
were prepared with serial tenfold dilutions of the target sequence,
cloned into pGEM-T Easy vectors (Promega, Madison, WI), to allow
for species-specific quantitation of parasite loads (number of para-
sites/uL blood). We used a Mastercycler realplex S real-time ther-
mal cycler (Eppendorf) for PCR amplification with an initial step at
50 °C (2 min), followed by template denaturation at 95 °C (10 min)
followed by 40 cycles of 15s at 95°C and 1 min at 60 °C, with
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fluorescence acquisition at the end of each extension step. Ampli-
fication was immediately followed by a melting program consist-
ing of 15s at 95°C, 15s at 60°C, and a stepwise temperature
increase of 0.03 °C/s until 95 °C, with fluorescence acquisition at
each temperature transition.

2.6. Data analysis

Variables with overdispersed distribution were summarized as
medians or geometric means and interquartile ranges and com-
pared with nonparametric Mann-Whitney U tests. Agreement be-
tween tests was assessed using the kappa coefficient. Correlations
were assessed using nonparametric Spearman rank correlation
tests. Analyses were performed using SPSS 16.0 software (SPSS,
Chicago, IL), with statistical significance set at a 5% level.

3. Results and discussion
3.1. Amplification of pvs25 gene transcripts by conventional RT-PCR

We first standardized a conventional, qualitative RT-PCR proto-
col to detect pvs25 gene transcripts in clinical samples. With this
method, 35 of 44 (79.5%) whole-blood samples assayed were posi-
tive (Table 2). Parasite cDNA integrity was confirmed in all game-
tocyte-negative samples by amplification of 18S rRNA gene
transcripts from the same templates. Not surprisingly, gameto-
cyte-positive samples had a significantly higher parasite density,
as estimated by a qPCR that quantifies both asexual and sexual
stages, than negative samples (Mann-Whitney U test, P < 0.0001).
The respective geometric mean parasitemias were 131.2 para-
sites/ul for 35 positive samples (range, 2.4-7478 parasites/pul)
and 6.5 parasites/pl for 9 negative samples (range, 2.0-15.6 para-
sites/ul).

3.2. Amplification of pvs25 gene transcripts by quantitative real-time
RT-PCR

Next, we standardized a simple qRT-PCR to detect and quantify
pvs25 gene transcripts in clinical samples. We chose SYBR green
dye, a cheap, efficient and flexible fluorescence reporting system,
as an alternative to TagMan probes (Bharti et al., 2006) or molecu-
lar beacons (Beurskens et al., 2009). SYBR green qRT-PCR proved to
be substantially more sensitive than conventional RT-PCR, being
able to detect pvs25 gene transcripts in 42 of 44 (95.4%) whole-
blood samples assayed, with a fair but significant agreement
between both methods (kappa=0.312, P=0.004; Table 2). Both
samples with negative results by qRT-PCR had low parasite density
(6.3 and 12.8 parasites/ul) estimated by qPCR and were also nega-
tive by conventional RT-PCR, but we were able to amplify 18S rRNA
gene transcripts from the respective cDNA templates. We thus con-
clude that nearly all P. vivax-infected subjects in our field site in
northwestern Brazil, either symptomatic or not, and regardless of
their parasite load, have mature gametocytes circulating in their

Table 2

Comparison between results obtained with a qualitative, conventional reverse
transcriptase (RT)-PCR and a quantitative RT real-time PCR (qRT-PCR), both targeting
the pvs25 gene, for gametocyte detection in 44 Plasmodium vivax infections from
northwestern Brazil. We observe a fair but significant agreement between both
methods (kappa = 0.312, P = 0.004).

Conventional RT-PCR qRT-PCR

Negative Positive Total
Negative 2 7 9
Positive 0 35 35
Total 2 42 44

peripheral blood. Most estimates of P. vivax gametocyte carriage
rate currently available for comparison derive from clinical trials
that enrolled slide-positive and symptomatic patients (Bousema
and Drakeley, 2011). In these selected populations, gametocyte
detection rates, by conventional microscopy, in clinical vivax ma-
laria varied widely from 29% to nearly 100% (McKenzie et al.,
2006; Nacher et al., 2004; Bousema and Drakeley, 2011). Beurskens
et al. (2009) found pvs25 transcripts in 51 of 74 (69%) clinical sam-
ples screened with QT-NASBA.

The number of copies of pvs25 gene transcripts detected by
qRT-PCR, which correlates positively with (and indirectly esti-
mates) the number of circulating mature gametocytes (Bharti
et al. (2006)), correlated positively with the overall parasite density
estimated by qPCR that targets the 18S rRNA gene and quantifies
both asexual and sexual stages (rs=0.391, P=0.009). These data
are consistent with previous comparisons of gametocyte and asex-
ual parasite densities determined by conventional microscopy
(McKenzie et al., 2006). Interestingly, the number of pvs25 gene
transcripts in the gametocyte-positive population (n=42) was
clearly overdispersed, with a variance (5.5 x 10'® copies/pl) much
greater than the mean (1.2 x 107 copies/pul), ranging between 1.1
and 4.8 x 108 copies/ul blood. The overdispersed nature of these
data is further illustrated in Fig. 1, which shows the frequency dis-
tribution of pvs25 gene transcript copy number per microliter of
blood. The originally overdispersed distribution has been nearly
normalized by presenting copy number data on x-axis in a loga-
rithmic scale.

3.3. Gametocytes in asymptomatic carriers of subpatent P. vivax
parasitemias

Asymptomatic infections, which are missed by routine active
and passive case detection (ACD and PCD, respectively), have been
hypothesized to represent a major source of infective gametocytes
across the Amazon Basin of Brazil (Alves et al., 2005; da Silva-
Nunes et al., 2012). ACD implies periodic visits to households, with
collection of thick blood smears from every person having had
fever since the last visit, while PCD targets febrile subjects visiting
malaria diagnosis outposts who have a blood sample tested posi-
tive for malaria parasites. Because both ACD and PCD target only
symptomatic infections (defined as “fever cases” in the classical lit-
erature (e.g.,, MacDonald, 1957)), asymptomatic carriers remain
undetected and untreated (Coura et al., 2006). We thus examined
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Fig. 1. Frequency distribution of individual gametocyte densities, estimated as the
number of pvs25 gene transcripts (copy number/pl blood) detected by quantitative
reverse transcriptase real-time PCR, in 42 Plasmodium vivax-infected subjects from
northwestern Brazil. The arrow indicates the arithmetic mean of pvs25 gene
transcript copy number (1.2 x 107 copies/pl) in this population. Numbers on x-axis
represent the upper limit of each copy number class. Note that by presenting values
on x-axis in logarithmic scale we have nearly normalized the originally overdi-
spersed frequency distribution.
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the relative contribution of asymptomatic carriers of low-density
parasitemias, who would have been missed by ACD and PCD based
on conventional microscopy, to the overall P. vivax gametocyte
burden (estimated by summing pvs25 gene transcript numbers)
in the 42 gametocyte-positive infections diagnosed by qRT-PCR.
In the first hypothetical scenario, only symptomatic subjects are
screened, but a highly sensitive diagnostic method is used for par-
asite detection. Twenty of 42 (47.6%) gametocyte carriers found by
qRT-PCR (corresponding to the black bar segments in Fig. 2A)
would have been missed by ACD and PCD simply because they
have no malaria-related symptoms. Interestingly, some subjects
in this area may remain asymptomatic despite their relatively high
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Fig. 2. Proportion of gametocyte carriers that would be undiagnosed (represented
as black bar segments) in 42 Plasmodium vivax-infected subjects from northwestern
Brazil, under different hypothetical scenarios for malaria diagnosis, according to
gametocyte densities, estimated as the number of pvs25 gene transcripts (copy
number/pl blood) detected by quantitative reverse transcriptase real-time PCR. In
(A), only symptomatic subjects are screened for malaria parasites, but a highly
sensitive diagnostic method is used for parasite detection. As a consequence, even
high-density infections may be missed if parasite carriers remain asymptomatic. In
(B), only slide-positive infections, regardless of the presence of symptoms, are
detected. As a consequence, low-density (or subpatent) infections are missed even
when parasite carriers are symptomatic. In (C), only symptomatic subjects are
screened for malaria parasites by conventional microscopy. As a consequence, all
microscopy-negative infections (regardless of the presence of symptoms) and
asymptomatic infections (regardless of parasite density) are missed. Note that most
of the potentially undiagnosed infections have low gametocyte densities (i.e., low
numbers of pvs25 gene transcripts). Values on x-axis are shown in logarithmic
scale; numbers represent the upper limit of each copy number class.

parasitemias and gametocyte densities (i.e., high numbers of copies
of pvs25 gene transcripts), most likely due to acquired clinical
immunity (da Silva-Nunes et al., 2012). In fact, we have found no
clear-cut association between overall parasite burden (number of
circulating asexual and sexual blood stages) and frequency and
intensity of malaria-related symptoms in this population (Amanda
B. Gozze and MUF, unpublished results), suggesting that the para-
site density threshold associated with symptoms varies widely
according to the hosts’ age and cumulative exposure to malaria.
However, most potentially undiagnosed asymptomatic infections
have low gametocyte densities; as a consequence, symptom-less
gametocyte carriers overall contribute a very small (around
0.04%) fraction of the total gametocyte burden in the host
population.

In the second scenario, only slide-positive infections, regardless
of the presence of symptoms, are detected. This corresponds to the
strategy known as aggressive active case detection (AACD; Macau-
ley, 2005), which consists of population-wide screenings for malar-
ia parasites using conventional microscopy, irrespective of any
clinical symptoms. We show that conventional microscopy would
miss 23 of 42 (54.8%) gametocyte carriers detected by qRT-PCR, but
most slide-negative infections have low gametocyte densities
(Fig. 2B). Therefore, gametocyte carriers missed by conventional
microscopy contribute a small (around 1.7%) fraction of the overall
gametocyte burden.

In the last scenario, only symptomatic subjects are screened for
malaria parasites by conventional microscopy. This is exactly what
routine ACD and PCD do in Brazil (Oliveira-Ferreira et al., 2010) and
other endemic countries with well-structured national malaria
control programs. This strategy would miss a substantial propor-
tion (26 of 44, 61.9%) of gametocyte carriers, who contribute
4.0% of the total gametocyte burden in the host population
(Fig. 2C).

We therefore show that routine ACD and PCD miss a sizeable
proportion of P. vivax gametocyte carriers. For example, more than
two thirds of malaria infections in farming settlements in the Ama-
zon are slide-negative (being detected only by PCR) and asymp-
tomatic (da Silva et al., 2010). However, since most undiagnosed
and untreated infections have very low gametocyte densities, their
relative contribution to total gametocyte burden and thus malaria
transmission might be considered almost negligible. In fact, the
number of circulating P. vivax gametocytes correlates positively
with the success rate of experimental infections of both South
American (Bharti et al., (2006)) and Southeast Asian (Chansamut
et al., in press) anopheline mosquitoes, with blood donors carrying
low-density gametocytemias being less infectious to these vectors.
Nevertheless, the correlation between gametocyte density and
mosquito infection rates is by no means linear and submicroscopic
infections may still be important for malaria transmission (Alves
et al., 2005). In addition, untreated asymptomatic infections allow
for gametocyte carriage and potential infectiousness over extended
periods of time, while P. vivax gametocytes in treated patients have
a median clearance time of 2 h following standard chloroquine-
primaquine chemotherapy (Pukrittayakamee et al., 2008). As a
consequence, the relative contribution of asymptomatic and/or
submicroscopic gametocyte carriage to P. vivax transmission in
communities may be severely underestimated if one does not con-
sider the duration of the infectious period, which in turn can be
measured in well-designed cohort studies with frequent blood
sampling.

3.4. Failed attempts to amplify pvs25 gene transcripts from dried
bloodspots

The widespread use of molecular methods for gametocyte
detection as a public health tool is severely constrained by the
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need to freeze field-collected blood samples at —70 °C or in liquid
nitrogen until RNA isolation and cDNA synthesis. A previous report
showed that P. falciparum culture material spotted onto 903 pro-
tein saver cards and stored at 25 or 37 °C for up to 3 months
remained suitable for amplifying pfs25 transcripts by nested
RT-PCR (Mlambo et al., 2008). This method for sample storage
has been used for active detection of P. falciparum gametocyte car-
riers in Zambia (Stresman et al., 2009). No similar study has been
carried out with P. vivax gametocytes from patient-derived blood
samples. We thus tested whether our qRT-PCR can detect pvs25
gene transcripts from cDNA templates prepared from dried
bloodspots.

From blood samples spotted on four different types of cards
(FTA classic cards, Whatman #3 filter papers, 903 protein saver
cards, and QJAcard FTA cards; Table 1), kept at ambient tempera-
ture or frozen at —20 °C for 1-2 months prior to further processing,
we were able to obtain parasite cDNA templates and amplify tran-
scripts of the 18S rRNA gene of P. vivax. However, pvs25 gene tran-
script amplification failed in all 40 cDNA templates tested (five
whole-blood samples spotted on duplicates of four different cards
and maintained at different temperatures). Similarly, we amplified
18S rRNA gene transcripts from most (28 of 36; 77.8%) archived
bloodspots collected on FTA classic cards and stored in the field
at ambient temperature, but none of these samples yielded pvs25
gene transcripts. We thus were able to amplify only highly abun-
dant P. vivax-specific transcripts, such as those of the 18S rRNA
gene (Kamau et al., 2011), from dried blood spots.

Mlambo et al. (2008) were able to detect pfs25 gene transcripts
by nested RT-PCR, which may be more sensitive that our qRT-PCR,
by using a commercial kit (RNAeasy Mini-kit, Qiagen) for RNA
extraction from in vitro culture material spotted onto 903 protein
saver cards. Moreover, dried blood spots stored under different
temperatures have been successfully used as a source of RNA for
quantification of HIV-1 viral load. A recent report from India, for
example, showed a sensitivity of 95% for HIV-1 detection from
dried blood spots on 903 protein saver cards kept at room temper-
ature for 3-6 months (Vidya et al., 2012). However, a weak corre-
lation was found between viral RNA measurements from dried
blood spots and plasma samples from patients with low (<2000
copies/mL) viral loads (Vidya et al., 2012). These findings suggest
that further improvements in RNA isolation and pvs25 gene ampli-
fication strategies may render our qRT-PCR suitable for gametocyte
transcript amplification from dried blood spots, although the abil-
ity of accurately quantifying low-density gametocytemias from
these samples remains to be determined.

4. Conclusions

We describe methods for RNA isolation and SYBR green qRT-
PCR quantitation of mature P. vivax gametocytes from whole-blood
samples. We show that qRT-PCR is more sensitive than a conven-
tional RT-PCR that targets the same transcripts. In addition, qRT-
PCR is faster and has a reduced risk of carry-over contamination,
since amplicon handling (e.g., agarose gel electrophoresis) is not
required. Molecular detection of gametocytes failed, however,
when dried bloodspots were used for RNA isolation and cDNA
synthesis.

Estimating the number of transcripts that are specific for ma-
ture gametocytes allows for examining the potential infectiousness
of gametocyte carriers in a quantitative way. To illustrate this
point, we found that nearly all asymptomatic carriers of submicro-
scopic P. vivax infections from an endemic setting in Brazil have
circulating mature gametocytes, but usually at very low densities,
contributing a small fraction to the overall gametocyte burden in
the community. However, carriers of low gametocyte densities

can still infect mosquitoes (Bharti et al., 2006; Chansamut et al.,
in press) and, if left untreated, may potentially remain infectious
over several months. We conclude that further community-based
studies are required to determine the relative contribution of
long-lasting but low-density gametocyte carriage to P. vivax trans-
mission in areas approaching malaria elimination, where most
high-density infections result in clinical episodes of malaria that
are diagnosed by ACD or PCD and promptly treated.
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