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RESUMO

Yamamoto L. Desenvolvimento de uma multiplex-nested-PCR para a detecgéo
simultanea de sete patdgenos com DNA no genoma em casos suspeitos de infeccdo
congénita. [tese]. Sdo Paulo: Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo da Universidade
de Séo Paulo; 2016.

No Brasil, houve significativa reducéo da mortalidade infantil, porém ndo do componente
perinatal que corresponde a 13% do total. O diagndstico das infeccBes congénitas com
base apenas em dados clinicos, ultrassonograficos e soroldgicos maternos é muito dificil,
havendo necessidade de um nimero grande de sorologias, algumas delas ndo disponiveis
na rotina laboratorial, e 0 simples encontro de sorologia positiva (IgM e 1gG positivas)
na gestante ndo constitui prova inequivoca da transmissdo vertical. A extracdo de
DNA/RNA a partir de liquido amniotico possui baixo rendimento, dificultando a
realizacdo de inUmeros testes moleculares. Sendo assim, na tentativa de preencher esta
lacuna diagnostica, a presente pesquisa teve como objetivo a padronizacéo e validacao de
uma multiplex-nested-PCR capaz de detectar, de forma simultanea, sete patdgenos que
causam infeccBes congénitas e possuem DNA no genoma: CMV, HSV, VZV, EBV,
adenovirus, parvovirus B19 e Toxoplasma gondii, com determinacdo da frequéncia
relativa de cada microrganismo em um grupo de gestantes com (estudo) e sem suspeita
de infeccéo (controle). No grupo de estudo, 147 gestantes foram recrutadas, com 57 casos
positivos (38,8%): 32 com T. gondii (21,8% do total e 56,1% dos positivos);12 com CMV
(8,1% e 21%); 5 casos com parvovirus (3,4% e 8,8%); 4 com adenovirus (2,7% e 7%) e
4 casos com dupla deteccdo (2 casos com T. gondii e CMV; 1 caso com T. gondii e VZV
e 1 caso com CMV e parvovirus B19). O grupo controle contou com 193 casos e 197
amostras: liquido amnidtico para cariotipagem em gestantes com idade avancada (n=44);
amostras de sangue (n =150), e fragmentos de placentas (n=3) de gestantes com pré-natal
normal, no momento do parto. Neste grupo, duas amostras de liquido amniético foram
positivas (1,04% do total de casos e 4,5% dos liquidos): um caso de adenovirus em feto
com caridtipo normal, e um caso de T. gondii em feto com translucéncia nucal aumentada
e trissomia do 21 (sindrome de Down). Neste grupo controle 13/193 cari6tipos fetais se
encontravam alterados (6,7%). A falta de estudos similares dificultou a comparacao dos
resultados, porém a multiplex-nested-PCR detectou nimero quase seis vezes superior ao
detectado pelos exames disponiveis nos centros participantes. Todos os resultados
positivos foram confirmados pelo sequenciamento dos produtos de amplificacdo. A
similaridade entre as sequéncias amplificadas e os prototipos do GenBank variou entre
95-98%. No presente estudo, a padronizacédo e validacdo de uma multiplex-nested-PCR
foi realizada com sucesso, utilizando protocolos simples, reprodutiveis, agrupamento dos
sete controles positivos em um dnico plasmideo bacteriano e substituicdo da detec¢do do
material amplificado pela eletroforese capilar, mais rapida, barata e com maior grau de
resolucdo que os géis de agarose. Para a implantacdo da técnica na rotina laboratorial,
pretende-se a substituicdo do sequenciamento como método confirmatério, pela
realizacdo de amplificacbes em tempo real com Sybr Green, apenas do patogeno que for
detectado pela multiplex-nested-PCR.

Descritores: Reacdo em cadeia por polimerase. Doencas infecciosas. Gestantes. Liquido
amnidtico. Sequenciamento genético.



ABSTRACT

Yamamoto L. Development of a multiplex-nested-PCR for the simultaneous detection of
seven pathogens with DNA in their genomes in suspected cases of congenital infections.
[thesis]. S&o Paulo: Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo da Universidade de S&o
Paulo; 2016.

In Brazil, there was a significant reduction in infant mortality, but not in the perinatal
component, which corresponds to 13% of the total. Diagnosis of congenital infections
based on maternal clinical, ultrasonographic and serological data is very difficult,
requiring a large number of serologies, some of which are not available in the laboratory
routine, and the simple finding of a positive IgM and IgG in the pregnant woman does
not constitute unequivocal evidence of vertical transmission. The extraction of
DNA/RNA from amniotic fluid samples has a low yield, making it difficult to perform
many molecular tests. Therefore, in the attempt to fill this diagnostic gap, the present
research aimed to standardize and validate a multiplex-nested-PCR capable of
simultaneously detecting seven pathogens that cause congenital infections and have DNA
in their genomes: CMV, HSV, VZV, EBV, adenovirus, parvovirus B19 and Toxoplasma
gondii, with determination of the relative frequency of each microorganism in a group of
pregnant women with (study) or without suspicion of infection (control). In the study
group, 147 pregnant women were recruited, with 57 positive cases (38.8%): 32 with T.
gondii (21.8% of the total and 56.1% of the positive ones), 12 with CMV (8.1% and 21%);
5 cases with parvovirus (3.4% and 8.8%); 4 cases with adenovirus (2.7% and 7%), and 4
cases with double detection (2 cases with T. gondii and CMV, 1 case with T. gondii and
VZV, and 1 case with CMV and parvovirus). The control group had 193 cases and 197
samples: amniotic fluid for karyotyping in pregnant women with advanced age (n = 44);
blood samples (n = 150), and fragments of placentas (n = 3) of pregnant women with
normal prenatal care, at delivery. In this group, two amniotic fluid samples were positive
(1.04% of total cases and 4.5% of fluids): one case of adenovirus with normal fetal
karyotype, and one case of T. gondii with increased nuchal translucency and trisomy 21
(Down syndrome). In this control group, 13/193 fetal karyotypes were altered (6.7%).
The lack of similar studies made it difficult to compare the results, but the multiplex-
nested-PCR detected a number almost six times higher than that detected by the tests
available at the participating centers. All positive results were confirmed by sequencing
the amplification products. The similarity between the amplified sequences and the
GenBank prototypes varied between 95-98%. In the present study, the standardization
and validation of a multiplex-nested-PCR was performed successfully, using simple,
reproducible protocols, clustering of the seven positive controls on a single bacterial
plasmid and replacement of the amplification products detection by agarose gels for
capillary electrophoresis, which is faster, cheaper and has a higher degree of resolution.
For the implantation of the technique in the laboratory routine, it is intended the
substitution of the sequencing as a confirmatory method, by the use of real-time
amplifications with Sybr Green, only of the pathogen that has been detected by the
multiplex-nested-PCR.

Keywords: Polymerase chain reaction. Infectious diseases. Pregnants. Amniotic liquid.
Genetic sequencing.
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1 INTRODUCAO

A andlise dos indicadores demogréaficos brasileiros permite observar que ha
algumas décadas vem ocorrendo reducdo da mortalidade infantil devido a identificacao
de causas evitaveis de morte tais como as doengas infecciosas. Sendo assim, houve
significativa reducdo da mortalidade infantil, porém a mortalidade neonatal (0-28 dias
de vida) e em especial a perinatal, isto &, aquela que ocorre da 222 semana de gestacao
até o sétimo dia de vida, ndo apresentaram reducdo. A mortalidade perinatal ainda se
encontra na faixa dos 17 casos por 1.000 nascidos vivos no Estado de Sdo Paulo,
contrastando com os 5-9 casos/ 1.000 em paises com maior grau de aparelhamento do

sistema de saude.

No Brasil, dentre as principais causas de mortalidade perinatal ganham
destaque as “afecgdes perinatais” que correspondem a mais de 70% do total de ébitos
nessa faixa etaria, e a 50% dos Obitos que ocorrem no primeiro ano de vida. As
infeccBes congénitas e perinatais corresponderiam a 13% deste contingente, e esta
porcentagem tem se mantido ao longo do tempo, apesar do aprimoramento da

qualidade de assisténcia pré-natal, ao parto e ao recém-nascido®%34°6.78,

O parasito Toxoplasma gondii, o virus da rubéola, o citomegalovirus (CMV) e
0 herpes simplex (HSV) sdo agentes etiol6gicos h4 muito tempo reconhecidos como
causadores de infec¢bes congénitas. O acrénimo TORCH (Toxoplasma gondii, Outras
infeccdes, Rubéola, Citomegalovirus e Herpes simplex) agrupava originalmente estes
quatro patdgenos, tendo sido proposto por Nahmias et al.®, na tentativa de padronizar
a investigacdo diagnostica em recéem-nascidos gravemente enfermos com suspeita de
infeccdo congénita. Desde entdo, este acrénimo tem sofrido expansdo, com a incluséo
do Treponema pallidum, parvovirus B19, virus da hepatite B e de alguns RNA virus
tais como o HIV, enterovirus®, e mais recentemente os arbovirus (virus da dengue,

virus da febre chikungunya e o zika virus)*?.

Mas o que é exatamente uma infeccdo TORCH? Embora ndo exista uma
definicdo universal do que constitui uma infeccdo TORCH, as vérias descrigdes usadas
para este termo possuem muitos fatores em comum. Todos os agentes de infeccGes

TORCH podem infectar mulheres durante a gestacdo. Tipicamente, mas nem sempre,



estdo presentes na corrente sanguinea materna causando viremia, bacteremia ou
parasitemia. Muitas vezes ndo produzem doenca significativa ou mesmo sintomas na
gestante, porém sdo caracterizados por terem a capacidade de serem transmitidos
verticalmente para o feto, na maioria das vezes por via hematogénica através da
placenta, antes do parto ou, menos frequentemente, no periodo que antecede o parto e
no momento do parto. Uma vez transmitidos aos fetos, os agentes TORCH podem
causar uma variedade de complicac6es potencialmente graves, incluindo microcefalia,
hidrocefalia, calcificacbes cerebrais, retinocoroidite (ou coriorretinite), doenca
multiorganica (sistémica), varias malformagfes congénitas (cardiacas, oculares,
sistema nervoso, extremidades) e restricdo de crescimento intrauterino. Os agentes
TORCH também podem causar abortos espontaneos, natimortos e 6bitos neonatais. O
grau de acometimento fetal depende de varios fatores tais como a idade gestacional na
qual o feto foi infectado e principalmente que Orgdos e sistemas estavam sendo
desenvolvidos naquele momento; a patogenicidade do microrganismo (tipo de cepa);
fatores relacionados a predisposicdo genética do hospedeiro associados ou ndo ao
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) ou Human Leukocyte Antigen —
HLA13 porém, sabe-se que varias infeccdes TORCH tém uma predilecio pelo
sistema nervoso central, causando alteragcbes graves no cérebro, anormalidades
estruturais neuroldgicas, resultando a longo prazo em atraso do desenvolvimento

neuropsicomotor da crianga®®.

A epidemiologia das infec¢bes do grupo TORCH varia significativamente, e
em paises de baixa e média renda, onde a prevaléncia destas infeccGes € maior, elas
constituem os principais fatores associados a morbidade e mortalidade pré-natal e
infantil** (Tabela 1).



Tabelal-  Estimativa mundial da prevaléncia de infeccdes TORCH por 100.000
nascidos Vivos.

Prevaléncia Prevaléncia Soropositividade?
Mundial EUA

Baixa Elevada
prevaléncia (%) prevaléncia (%)

Toxoplasmose 201.000° 10-33 11 77
Europa América do Sul
Sifilis 36,4 milhoes 7.8 0,67 10
América do Africa Central
Norte
CMV ND 800 30-50 >90
EUA Asia
Hepatite B 240 milhdes <01 1,3 8,7
América do Oeste Africa-
Norte Sub-Saara
Hepatite C 130 a 150 milhdes <0,1 1,2 >10
América do Oriente Médio e
Norte Leste Asiatico
HIV 35,3 milhdes 162 0,1 12
América do Africa
Norte e Oeste da Meridional
Europa

EUA — Estados Unidos da América; a — soropositividade em mulheres entre 15 a 49 anos. b —
toxoplasmose congénita. ND — dado ndo disponivel; Reproduzido de Neu et al.1* (2015).

O quadro clinico das diversas infeccdes congénitas e perinatais ndo é
caracteristico de uma dada infeccdo (Tabela 2). Sendo assim, a definicdo do
diagnostico fica muitas vezes a mercé de exames laboratoriais, tais como as sorologias
das gestantes com detec¢do de anticorpos de classe IgM e IgG especificamente
dirigidos contra antigenos de determinado patdgeno, e principalmente de testes

realizados em material bioldgico fetal ou do recém-nascido.



Tabela2 -  ManifestacGes clinicas das infec¢bes congénitas. Reproduzido de
Maldonado YA et al*® (2016). * modificado neste estudo.

Sinal/sintoma Rub CMV T.gondii HSV T.pallidum EV
Hepatoesplenomegalia + + + + + +
Ictericia + + + + + +
Pneumonite + + + + + +
Petéquia ou purpura + + + + + +
Meningoencefalite + + + + + +
Coriorretinite ou + + + + + -

retinocoroidite

Hidrocefalia + + + + - -
Miocardite + - + + - +
Exantema - - + + + +
Microcefalia *t + + + - -
Catarata + - + + - -
Adenomegalia + - - - + +
Calcificacao intracraniana - + + - - -
Surdez neurossensorial + + - - - -
Lesdes Osseas + - + - + -
Glaucoma + - - - + .
Microftalmia + - + - - -
Atrofia de nervo 6ético - + + - - -
Uveite - - + - + -
Conjuntivite/ceratoconjuntivite - - - + - +
Malformag6es congénitas + - - - - -
Vesiculas - - - + . )
Paralisia (verdadeira) - - - - - +

Rub — virus da rubéola; CMV — citomegalovirus; T. gondii — Toxoplasma gondii; HSV — herpes
simplex virus; T. pallidum — Treponema pallidum; EV — enterovirus; + presenga; — auséncia.
* alteracdo introduzida neste estudo.

Grandes avancos tecnoldgicos foram alcangados nas metodologias voltadas a
investigacao de infecgdes. Desta forma, os métodos moleculares foram pouco a pouco

incorporados a rotina diagnostica de infecgdes congénitas, e dentre elas, a Rea¢do em



Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) tem sido a mais
empregada®®. Desde os anos 2000, devido a maior sensibilidade, especificidade e valor
preditivo positivo, a PCR comecou a ser realizada em liquido amnidtico e com menor
frequéncia em sangue fetal e em fragmentos de placenta, passando a constituir o
“padrio ouro” do diagndstico laboratorial de varias das infec¢des congénitas, como
por exemplo a toxoplasmose!®’. Fragmentos de placenta também podem ser (teis para
o diagnostico de infecgdes congénitas quando analisadas pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), desde que exista associacdo das alteracdes placentarias encontradas
e resultados da PCR com a sintomatologia fetal'®%2021 Entretanto, essa rotina
diagndstica ndo € seguida em nosso pais devido a inimeros fatores, tais como o
elevado custo de reagentes e equipamentos para a realizacdo dos testes moleculares,
falta de centros de referéncia com recursos humanos capacitados, e inexisténcia de kits
comerciais que possam identificar um grande nimero de microrganismos de forma
simultanea, fator de grande importancia considerando a quantidade diminuta de
plasma/soro provenientes de sangue fetal, e de DNA e RNA extraidos de amostras de
liquido amnidtico.

Outro fator que dificulta o diagnostico das infecgdes congénitas e perinatais é
o fato de néo ser suficiente confirmar a presenca de infec¢do aguda na gestante, uma
vez que a transmissdo vertical do microrganismo, por via placentéria, ao feto pode nao
ocorrer. Para que o diagndstico seja confirmado, caso s6 sejam empregados métodos
soroldgicos, € necessario aguardar o nascimento da crianca, e realizar o
acompanhamento sorolégico, ao menos até o final do primeiro ano de vida nos casos
em que o recém-nascido ndo apresente anticorpos IgM ao nascimento. Este é um dos
principais fatores que fazem com que as suspeitas diagnoésticas de infeccdo congénita
sejam feitas no periodo antenatal, porém o nimero de casos nos quais a confirmacao
do diagnostico ocorre é desproporcionalmente mais baixo. Consequentemente, o teste
molecular ideal deveria ser capaz de definir o diagnostico laboratorial apds uma Unica
consulta, e ainda dentro do periodo antenatal, possibilitando intervengdes médicas tais
como o tratamento de algumas das infec¢bes, como por exemplo, a toxoplasmose.

Dentre as infecgdes que podem ser transmitidas das gestantes aos seus
conceptos, a mais frequente mundialmente é a citomegalovirose, causada pelo

citomegalovirus (CMV), pertencente a familia dos herpes virus. O CMV ¢ excretado



na urina de 1% dos recém-nascidos, e a infec¢do pode estar presente em até 2,2% de
todos os nascidos vivos, na maior parte dos casos de forma assintomatica. Esta
prevaléncia em diferentes populacdes depende de inumeros fatores incluindo
condigdes socio-econdmicas?2232410,

Outros representantes da familia dos herpes virus tais como o Herpes simplex
tipo le Il (HSV 1 e 1l), Varicela zoster (VZV), virus Epstein-Barr (EBV), Herpes virus
humano 6 (HHV 6), HHV 7 e HHV 8 ja foram identificados em infec¢fes congénitas
e perinatais, porém com menor frequéncia®. A maior parte dos casos de infeccéo
causada pelo HSV ocorre no periodo perinatal e pos-natal. Os casos de infeccdo
vertical (antenatal, congénita) sdo muito menos frequentes, correspondendo a cerca de
5% do total de casos, entretanto, costumam corresponder aos casos de maior
gravidade. O maior risco de transmissdao do HSV tipo I ou tipo Il para o feto ocorre
em vigéncia de primo-infeccdo durante a gestacdo (surto primario), e estima-se que
30-50% dos fetos possam ser acometidos. Em caso de gestantes portadoras cronicas
do virus apresentando quadros de recorréncia, a probabilidade de acometimento fetal
é bem menor (1 a 4%). A frequéncia relativa de doenca herpética neonatal é de 1: 3.000
a 1: 7.500 nascidos vivos podendo acarretar abortamentos, lesdes graves de sistema
nervoso central, notadamente encefalites, prematuridade, dentre outras alteracdes'®.

O virus varicela zoster (VZV) acomete mais raramente fetos e recém-nascidos
(1-5 caso0s/10.000 nascidos vivos). O risco de infeccdo materna, e de infeccdo fetal
grave parece ser maior na varicela (infeccdo primaria), que no herpes zoster
(reativacdo do virus) provavelmente devido a maior viremia podendo causar
crescimento intrauterino restrito e malformacdes congénitas. Estas ultimas, estariam
relacionadas a hipoplasia de membros, pé torto congénito, microcefalia, microftalmia,
catarata, coriorretinite, paralisias motoras, atresias intestinais, dentre outras
alterages?.

Dentre os parasitos que podem causar infeccbes congénitas, o mais
frequentemente encontrado é o Toxoplasma gondii. A ocorréncia de toxoplasmose
congénita varia de acordo com condig¢des socio-econdmicas, habitos alimentares e
contato com animais, principalmente gatos®®. No Brasil, 50-80% das mulheres em
idade fértil apresentam anticorpos anti-T. gondii, porém esta positividade sorolégica

parece estar sofrendo redugdo nas ultimas décadas. O risco para mulheres ndo imunes



de adquirirem toxoplasmose durante a gravidez e transmitirem a infec¢do ao feto é
elevado, uma vez que o meio ambiente € altamente contaminado com oocistos do
parasito. O Onus médico e social da toxoplasmose em criancas infectadas
congenitamente também é muito elevado. Rastreamento soroldgico para T. gondii com
deteccdo de IgM realizado em recém-nascidos revelou a existéncia de 5-23 criangas
infectadas/10.000 nascidos vivos em nosso pais. Se considerarmos uma crianga
infectada/1.000 nascidos vivos, teriamos um contingente de 2.649 criangas com
toxoplasmose congénita anualmente?’. A transmissio de Toxoplasma gondii ao feto
varia de acordo com a idade gestacional em que a infeccéo foi adquirida, sendo menos
frequente durante o primeiro trimestre, chegando a mais de 65% no terceiro
trimestre?®2®, porém causando lesdes fetais de menor gravidade.

O parvovirus B19 é um DNA virus que causa varias sindromes clinicas tais
como o eritema infeccioso e crises de aplasia medular em portadores de anemia,
podendo ser transmitido da gestante ao feto, causando hidropsia fetal néo imune. Com
relacdo a transmissdo congeénita, sabe-se que 45 a 75% das gestantes sao susceptiveis,
e em vigéncia de infeccdo materna, a transmissdo ao feto ocorre em cerca de 30% dos
casos, sendo o risco de oObito fetal de aproximadamente 9%30:31:32.15,

Com relacdo a deteccdo de adenovirus por PCR, por ser um agente viral menos
conhecido como agente etioldgico de infeccdes congénitas, tomamos a liberdade de
discorrer mais longamente sobre 0os mesmos. O primeiro caso de hidropsia fetal
atribuido ao adenovirus foi relatado por Towbin et al.®3. A seguir, Ranucci-Weiss et
al.3* descreveram o caso de feto na 272 semana com hidropsia fetal e taquiarritmia,
alteracdes atribuidas a infeccdo por adenovirus, detectado por PCR. A arritmia
cardiaca fetal foi revertida por meio de tratamento materno com digoxina, e na 292
semana ocorreu parto prematuro, porém o recém-nascido apresentou aparéncia normal
(ndo se encontrava mais hidrdpico), indicando que a hidropsia estaria associada a
insuficiéncia cardiaca. Este foi um dos primeiros casos documentados de infeccéo
intrauterina associada ao adenovirus.

No mesmo ano, Forsnes et al.>® descreveram o caso de uma gestacdo gemelar
em gestante de 25 anos, que referia um parto normal anteriormente. O ultrassom
realizado na 20? semana revelou hidropsia em um dos fetos. Adenovirus foi detectado

no liquido amnidtico apenas do feto hidrépico, mas nao no liquido amnidtico do outro



feto. Na 262 semana os dois fetos evoluiram a @bito. Este caso demonstra que a
transmissdo vertical do adenovirus pode ser diferenciada, tendo sido levantada a
hipdtese da hidropsia fetal identificada em um dos fetos ser secundaria a infeccéo pelo
adenovirus.

Oyer et al.*® relataram o caso de um natimorto pesando 1.800 gramas, que havia
realizado uma ultrassonografia uma semana antes e apresentava hidropsia,
cardiomegalia, e possivelmente estenose de valva adrtica. A necropsia confirmou a
hidropsia e a presenca de estenose de valvas adrtica e pulmonar. O miocardio
apresentava areas de fibrose focal e calcificacdo. As valvas e o miocardio foram
analisados por PCR e revelaram a presenca de adenovirus. Este relato de caso chamou
a atencdo para a raridade da miocardite intrauterina, tendo sido a maior parte destes
casos atribuidos ao virus da rubéola, e com frequéncia muito menor ao Coxsackie virus
B (enterovirus), parvovirus B19 e ao adenovirus.

Baschat et al.3" analisaram a associagdo entre o encontro de DNA de adenovirus
em liquido amnidtico e o desfecho das gestacdes. Foram incluidas gestantes no
segundo trimestre que realizaram amniocentese devido a suspeita de malformacéo
fetal. As amostras foram analisadas por multiplex-PCR capaz de detectar um painel de
virus incluindo adenovirus. Fetos com cariétipo anormal foram excluidos do estudo.
A prevaléncia de adenovirus no grupo de fetos normais (39/652 ou 6%) em relacéo a
fetos malformados (23/364 ou 6,3%) foi comparavel (p=0,376). Anomalias de sistema
nervoso central e focos ecogénicos em figado foram mais frequentes no grupo com
multiplex-PCR positiva para adenovirus (p< 0,005). Os autores concluiram que a
prevaléncia de adenovirus em fetos normais e malformados foi semelhante. Muito
embora ndo tenham sido identificadas alterac6es especificas em fetos infectados por
adenovirus, as lesdes hepaticas ecogénicas com ou sem hidropsia fetal e defeitos de
tubo neural foram mais comuns nos fetos com multiplex-PCR positiva para
adenovirus.

Puerari et al.®® utilizaram testes de imunofluorescéncia direta e nested-PCR
(primers do gene hexon) para a deteccdo de adenovirus em criangas com doencas
cardiacas congénitas de possivel etiologia viral (n=123), e em crian¢as da comunidade
apresentando quadros respiratorios agudos (n=165). De um total de 288 amostras de

material nasal, 209 foram incluidas no estudo, 43 (14,8%) foram positivas em pelo



menos um dos testes feitos: 17/165 (10,3%) das criangas da comunidade e 26/125
(20,8%) das cardiopatas. As taxas de deteccao por nested-PCR foram 15/165 (9,1%)
em criancas da comunidade e 24/125 (19,2%) em criancas cardiopatas. Os autores
concluiram que o método molecular mostrou maiores taxas de deteccdo quando
comparado a fluorescéncia (p<0,001) e que o adenovirus parece estar associado a
malformacdes cardiacas congénitas.

Existem estudos nos quais foi realizada a deteccdo de varios agentes virais,
porém ndo de forma simultdnea, em uma Unica PCR. McLean et al.*° estudaram a
presenca de genomas virais em gestagdes com baixo risco infeccioso. Amostras de
liguido amniédtico de 277 gestantes foram analisadas por PCR para a deteccdo de
adenovirus, CMV, HSV e parvovirus B19. Nenhuma das amostras apresentou
amplificacdo, e os autores concluiram que a presenca de genomas virais em gestacoes
que apresentem algum risco infeccioso apresenta significado clinico.

Van den Veyver et al.*? utilizaram uma PCR para avaliar a frequéncia de
infeccdes virais em fetos com hidropsia ndo imune. Além de algumas causas ja
conhecidas de hidropsia fetal ndo imune tais como as infec¢des causadas pelo CMV e
o parvovirus B19, foram investigados outros virus: HSV, EBV, adenovirus,
enterovirus, além do virus sincicial respiratério (RSV) em amostras de liquido
amnidtico, sangue, liquido pleural e tecidos fetais. Foram incluidos 303 casos de
hidropsia fetal e 154 controles. Genomas virais foram encontrados em 124 de 303 fetos
com hidropsia (41%). Adenovirus foi o virus mais frequente, detectado em 74 fetos
(24%), CMV em 30 (10%), e enterovirus em 22 fetos (7%). No grupo controle foram
encontrados 4 fetos com PCR positiva (4/154 ou 2,6%). Os autores concluiram que a
deteccdo de genomas virais € frequente em gestacdes anormais, e que adenovirus e
enterovirus, além do CMV e parvovirus, podem causar infeccGes, resultando em fetos
hidrépicos. Sobre o achado de 2,6% de PCR positiva no grupo controle, os autores
argumentaram que em todas as gestacdes nas quais houver PCR positiva para agentes
virais, seria imperativo que a investigacdo de infeccGes virais e de alteragOes fetais
fosse aprofundada. Esta argumentacdo foi embasada pelo estudo anterior conduzido
por McLean et al.*°.

Baschat et al.** investigaram, por PCR, a presenca de genomas virais em 686

amostras de liquido amniotico colhidas no segundo trimestre de gestantes com



ultrassom fetal e cariotipo normais. DNA extraido de liquido amnidtico foi analisado
por multiplex-PCR para a detec¢cdo de CMV, HSV, EBV, parvovirus B19, adenovirus,
assim como de alguns RNA virus (enterovirus e virus sincicial respiratorio). Foram
encontradas 44 amostras positivas (44/686 ou 6,4%). Em 41 destas 44 amostras
(93,2%) apenas um virus foi detectado, e em trés casos dois virus foram detectados.
Os adenovirus foram os mais frequentes (37/44 ou 84,1%), seguidos do CMV (5
casos), EBV (2 casos), enterovirus (2 casos) e sincicial respiratorio (1 caso).
Parvovirus B19 e HSV néo foram encontrados nesta casuistica. O estudo concluiu que
0 encontro de genomas virais em amostras de liquido amnidtico é relativamente
comum em fetos com ultrassom e cari6tipo normais, e a prevaléncia segue uma
distribuicdo sazonal, mas o significado destes resultados necessita de investigacdes
mais aprofundadas.

O estudo de Reddy et al.*? teve como objetivo verificar se a detecgdo de
genomas virais em amostras de liquido amniotico estaria associada a gesta¢cdes com
desfecho anormal. Para tanto, foram investigados os seguintes virus: CMV, HSV,
EBV, parvovirus B19, adenovirus, além de alguns RNA virus, tais como os enterovirus
e o virus sincicial respiratdrio. Foram analisados 423 liquidos amni6ticos, e 57 (13,5%)
foram positivos por PCR: adenovirus (78%), enterovirus (12%), CMV (5%) e
parvovirus B19 (5%). Dos casos com ultrassom fetal anormal, 24% tiveram PCR
positiva, comparados a 8,4% daqueles com ultrassom normal. Os autores concluiram
que a PCR positiva em liquido amnidtico estaria associada a uma taxa aumentada de
malformacdes fetais estruturais, crescimento intrauterino restrito, hidropsia fetal,
dentre outras anomalias fetais.

Fritsch et al.*® investigaram retrospectivamente 116 casos de hidropsia fetal
ndo imune, sendo que 91 casos (78,5%) tiveram a etiologia elucidada, e 25 casos
(21,5%) foram classificados como idiopaticos. Anomalias cromossdémicas foram as
mais frequentes (26 casos ou 22,4%), seguidas de malformac6es do sistema linfatico,
tais como higroma cistico, responsavel por 11 dos 15 casos (12,9%), alteracdes
cardiovasculares (14 casos ou 12,1%) e etiologia infecciosa em 14 fetos (12,1%).
Dentre os 14 casos com etiologia infecciosa, o parvovirus B19 foi responsavel por 6
casos, Toxoplasma gondii (n=3), CMV (n=3), HSV (n=1) e Treponema pallidum

(n=1). Os autores concluiram que o esclarecimento da etiologia da hidropsia fetal é
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particularmente importante nos casos associados a agentes infecciosos, uma vez que
algumas destas infecgdes podem ser tratadas.

Existem poucos estudos até 0 momento que utilizaram multiplex-PCR para a
deteccdo simultanea de varios agentes etioldgicos associados a infec¢des congénitas.
Mclver et al.** desenvolveram quatro sistemas distintos do tipo multiplex-nested-PCR
(1, 2, 3 e5) para a deteccao de agentes com DNA no genoma: CMV, HSV tipo | e tipo
Il, varicela zoster, EBV, herpes virus 6, 7 e 8 e parvovirus B19; e com RNA no
genoma: enterovirus; virus da hepatite C; virus causador da meningite linfocitica
(arenavirus) e virus da rubéola. Os autores também incluiram o parasito Toxoplasma
gondii, devido a sua importancia na génese de infeccGes congénitas. Todas as quatro
multiplex-nested-PCR apresentaram limite de deteccdo (sensibilidade analitica) de 20-
200 copias virais, e no caso de Toxoplasma gondii, detec¢do de 2 cdpias do fragmento
alvo da amplificacdo, do gene B1 do parasito. A taxa de deteccdo dos dois melhores
sistemas, dentre os quatro testados foi de 13,5 e 22,2%, e os resultados positivos foram
confirmados pelos resultados de isolamento viral e sorologias para a maior parte dos
patdgenos.

Adams et al.*> procuraram determinar se alteraces ultrassonogréaficas fetais
deveriam ser usadas para indicar a pesquisa de genomas virais em amostras de liquido
amnidtico. As amostras foram testadas por multiplex-PCR para a deteccdo de genomas
virais, a saber, adenovirus, CMV, EBV, parvovirus B19, enterovirus e virus sincicial
respiratdrio. As ultrassonografias foram classificadas como normais ou anormais (34
categorias e 18 subgrupos) e foram analisadas associa¢Ges entre estes subgrupos e 0s
resultados de cari6tipo e PCR. De um total de 1.191 amostras de liquido amniético,
cariotipo anormal foi detectado em 5,4% (64/1.191) e PCR positiva em 6,5%
(71/1.191). Alteracgdes ultrassonograficas ocorreram em 28,4% dos casos (338/1.191).
Foi encontrada associagdo entre PCR positiva e crescimento intrauterino restrito,
hidropsia fetal ndo-imune, anomalias de maos e pés, e defeitos de tubo neural (em fetos
com cariotipo normal e espessamento nucal). Os autores concluiram que amostras de
liquido amnidtico deveriam ser analisadas por PCR para a pesquisa de genomas virais
em fetos com crescimento intrauterino restrito, hidropsia fetal ndo-imune, anomalias

de maos e pés e defeitos de tubo neural.
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2 JUSTIFICATIVA DO PRESENTE ESTUDO

A primeira consideracéo a ser feita é que ndo é possivel definir o diagnostico
de infecgBes congénitas com base apenas em sinais e sintomas na gestante, e até
mesmo pelos resultados soroldgicos maternos, uma vez que infeccdo pode néo ter sido
transmitida ao feto.

A triagem soroldgica para muitas infecgdes é realizada de forma rotineira
durante a gestacdo no &mbito do atendimento pre-natal: Toxoplasma gondii, virus da
rubéola, parvovirus B19, herpes simplex, sdo investigados por metodologia sensivel e
automatizada (imunoenzimatica, imunofluorimetria, quimioluminescéncia), além dos
resultados positivos serem confirmados por testes de imunofluorescéncia ou captura
de IgM. No entanto, mesmo em grandes centros de referéncia tais como o Hospital das
Clinicas de Sao Paulo e o Hospital e Maternidade Vila Nova Cachoeirinha, alguns
microrganismos que sdo considerados importantes no contexto das infeccGes
congénitas, ndo sdo investigados sorologicamente de forma rotineira, tais como 0s
adenovirus e os enterovirus.

Até recentemente, o rastreamento sorologico de gestantes para 0 CMV nao era
realizado de forma sistematica por todos os centros de atendimento pré-natal, havendo
controvérsia sobre a utilidade do mesmo enquanto ndo existir consenso sobre o
tratamento materno e fetal com antivirais (ganciclovir ou aciclovir) ou com a
gamaglobulina hiperimune, esta Gltima op¢do, com custo extremamente elevado®®+’.

Considerando todos os argumentados citados, ndo seria descabido, tanto do
ponto de vista assistencial, quanto em termos de custo-efetividade, propor a realizagéo
de duas amplificacBes que pudessem detectar sete patdgenos que ja foram associados
a infecgdes congénitas e que contém DNA no genoma, de forma simultanea.

Muito embora alguns testes moleculares necessarios a investigacdo de
infecgBes congénitas sejam disponibilizados em centros tercidrios de atendimento
médico, existe, via-de-regra, escassez de material bioldgico (liquido amniético/ sangue
fetal) para a realizacio de varios testes moleculares, se forem realizados um a um. E
preciso lembrar que a extracdo de DNA partindo de amostras de liquido amni6tico, em
geral, resulta em baixissimas concentragdes de DNA. Desta forma, seria muito mais
rapido e eficaz, além de gerar economia de material bioldgico, reagentes e recursos

humanos, dispor de testes combinados voltados a investigacdo de varias infeccoes
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congénitas de forma simultanea, desde que ndo exista perda de sensibilidade e
especificidade. Ademais, devemos considerar que a situacao atual com a realizacao de
uma dezena de sorologias para uma Unica gestante e a necessidade de realizacéo da
sorologia fetal, do recém-nascido e em casos de IgG negativa ao nascimento, do
lactente ao longo do primeiro ano de vida, também representaria um gasto significativo
para o sistema publico de saude, além de uma perda crucial de tempo, ndo permitindo
a elucidacdo diagndstica ainda no periodo antenatal, impedindo o tratamento em
alguns casos especificos. Também ja foi citado que os sinais/sintomas das infecgdes
congénitas sdo muito similares, dependendo consideravelmente da idade gestacional
na qual o feto foi infectado, isto é, dos érgdos e sistemas fetais que estavam sendo
desenvolvidos naguele momento, além da capacidade patogénica do microrganismo e
da predisposicdo genética do hospedeiro*>13,

Sendo assim, o desenvolvimento de métodos diagndsticos com maior acurécia,
sensibilidade e especificidade permitiria a elucidacdo de um numero maior de
infeccdes relacionadas a mortalidade perinatal, possibilitando a alocacéo de recursos
publicos em medidas de melhor custo-efetividade. Em algumas situagdes, como por
exemplo, nos casos de toxoplasmose congénita, existe tratamento para a gestante,
reduzindo a morbimortalidade perinatal e as sequelas mais tardias, muitas vezes
incapacitantes na crianca e no adulto, tais como perda da acuidade visual podendo
levar & cegueira; surdez neurosensorial profunda, e deficiéncia mental*®.

Outro fato importante é que o levantamento que realizamos sobre 0s grupos de
pesquisa que trabalham com o desenvolvimento de testes moleculares voltados ao
diagnostico de infecgdes congénitas apontou a existéncia de apenas um laboratério
australiano®, enfatizando a contribuicdo médica da presente proposta, o seu grau de
ineditismo, e demonstrando o quanto o tema tem sido negligenciado, ndo apenas em
nosso meio. Ademais existe potencial para o patenteamento da técnica que foi
desenvolvida, e o0 seu uso para a triagem e o efetivo diagnostico das infeccBes que séo
mais frequentemente transmitidas das gestantes aos seus fetos, causadas por patégenos

que contém DNA no genoma.
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3 OBJETIVO GERAL:

Identificar os principais patdgenos que possuem DNA no genoma e causam
infecgOes congénitas em casos suspeitos provenientes de centros de referéncia

obstétricos da cidade de S&o Paulo, com o emprego de metodologia molecular.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Padronizar um sistema de detec¢do molecular do tipo multiplex-nested-PCR para a
deteccdo simulténea de sete patdgenos que possuem DNA no genoma;

- Validar a multiplex-nested-PCR por meio da avaliacdo de casos suspeitos e ndo
suspeitos de infeccdo congénita provenientes de centros de referéncia obstétricos da
cidade de S&o Paulo.

- Determinar a frequéncia das infec¢bes congénitas que fazem parte desta pesquisa em

dois centros de referéncia obstétricos da cidade de Séo Paulo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA E ASPECTOS ETICOS

A casuistica foi composta por gestantes alocadas no estudo de modo
consecutivo. Elas foram atendidas no Servigco de Obstetricia do HC/FMUSP e no
Servico de Obstetricia do Hospital e Maternidade da Vila Nova Cachoeirinha no
periodo de 2011 a 2014. A pesquisa foi aprovada pela Comissédo para Analise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do HC/FMUSP (ANEXO 1e 2).
Trata-se, portanto, de uma casuistica de conveniéncia, limitada pelo nimero de casos
encaminhados aos servicos de obstetricia participantes da pesquisa e que preencheram

os critérios de inclusdo do estudo.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO DAS GESTANTES NO GRUPO DE ESTUDO

No caso das gestantes do grupo de estudo, elas deveriam apresentar
necessariamente suspeita clinica e/ou ultrassonografica e/ou laboratorial (sorolégica)
de infeccdo congénita. Dessas gestantes foram colhidas amostras de liquido amniotico
por meio de amniocentese guiada por ultrassonografia e realizada por médico obstetra,
especialista em medicina fetal. Com menor frequéncia foram colhidas amostras de
sangue fetal ou fragmentos de placenta na sala de parto (em vigéncia de sintomatologia
fetal condizente com a presenca de infeccdo, sempre de acordo com decisdo do

obstetra).

4.2.1 CRITERIOS DE INCLUSAO ESTRATIFICADOS

a) Casos de 6bito fetal sem co-morbidade associada;

b) Antecedente de natimortos sem co-morbidade associada;

c) Fetos com crescimento intrauterino restrito precoce (abaixo de 25 semanas),
simétrico, abaixo do percentil 5, sem doenca materna associada;

d) AlteracBes ultrassonogréficas: ventriculomegalia, hidrocefalia, microcefalia,
calcificacOes intracranianas, alteracfes oculares, calcificacdes hepaticas, hidropsia
fetal ndo-imune, cardiomiopatia fetal, malformacdes cardiacas, malformacbes de
extremidades (mdos e pés), malformagdes de sistema nervoso central ndo

especificadas, defeitos do tubo neural, ascite, outros derrames intracavitarios, higroma
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cistico, hepato-esplenomegalia, intestino ecogénico, placentomegalia, alteracbes do
volume de liquido amniotico (oligodmnio ou polidramnio sem doenca materna
associada);

e) Sorologia positiva (presenca de IgM e 1gG) para alguma das infecgdes congénitas
que constituem objeto da presente pesquisa.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO DO GRUPO CONTROLE

O grupo controle foi constituido por gestantes seguidas no pré-natal “normal”
dos dois centros participantes, com triagem sorolégica negativa para as doencas
infecciosas que s&o rotineiramente rastreadas em cada um dos centros. Dessas
gestantes, foram obtidas amostras de sangue fetal colhidas da placenta no momento do
parto.

Também fazendo parte do grupo controle foi recrutado um contingente de
gestantes das quais foram obtidas amostras de liquido amnidtico para cariotipagem.
Tratava-se de gestantes com idade avancada e/ou suspeita de malformacao fetal de
origem cromossémica, porém sem suspeita de infeccdo (triagem soroldgica sem
alteragoes).

Foi necessario analisar um grupo controle de gestantes sem suspeita de infec¢do
pelo fato de alguns relatos na literatura terem demonstrado presenca de genomas virais
em liguido amnidtico e placentas de gestacfes assintomaticas e com desfecho normal,

como foi citado na parte introdutéria desta tese.

4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO:

a) Néo preenchimento dos critérios de inclusdo;

b) Ser gestante portadora do HIV;

¢) Recusa da gestante em participar da pesquisa;

d) Impossibilidade de colheita dos materiais bioldgicos necessarios a realizacdo da

pesquisa.
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4.5 METODOLOGIAS

Nos casos suspeitos de CMV, toxoplasmose, rubéola, infeccao por HSV tipo |
e Il, varicela zoster, foi realizada a investigacdo sorologica da gestante, porém a
deteccdo do virus da rubéola (RNA virus) ndo constitui objeto de estudo da presente
pesquisa. Nos casos suspeitos de adenovirus, devido a falta de uma triagem sorolégica
realizada no hospital de origem das gestantes, o teste molecular ndo contou com um

teste soroldgico de referéncia para comparacéao.

4.5.1 Colheita de liquido amnidtico por meio de amniocentese guiada por
ultrassom (grupo de estudo e grupo controle): apds assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido pela gestante, foram colhidos 3-5 mL de liquido
amnidtico para os testes moleculares. Eventualmente, sempre por indicacdo médica,
foi feita cordocentese para obtencdo de sangue fetal guiada por ultrassom nessas

gestantes, em lugar da amniocentese.

4.5.2 Casos de abortos e natimortos (grupo de estudo): ap6s a assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido pela gestante foram colhidos fragmentos de
tecidos fetais ou do natimorto e da placenta (dos locais onde havia alteracfes

macroscopicas).

4.5.3 Colheita de sangue, urina e liquido cefalorraquidiano de recém-nascidos
(grupo de estudo): apés a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
pela gestante, foram colhidos 1-3 mL de sangue periférico do recém-nascido em tubo
com EDTA, ou amostra de urina em recipiente estéril (volume minimo de 3 mL), ou

ainda amostra de 1 mL de liquido cefalorraquidiano do recém-nascido em tubo estéril.

4.5.4 Colheita de sangue fetal da placenta nos partos normais (grupo controle):
apos a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pela gestante, foram
colhidos 1-3 mL de sangue diretamente da placenta apos a dequitacdo, em tubo com
EDTA.
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4.5.5 Extracdo de DNA a partir de sangue fetal, liquido amnidtico, material de
abortos espontaneos, natimortos, placentas, liquido cefalorraquidiano e urina de
recém-nascidos. O procedimento de extracdo de DNA foi realizado com o kit de
extragdo QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN Inc., Germany), de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

4.5.6 Determinacdo da concentracdo de DNA nas amostras. A estimativa da
concentracdo de DNA foi realizada por espectrofotometria UV em comprimentos de
onda de 260, 280 e 230 nm (Nanodrop 1000, Thermo Scientific, USA).

4.5.7 Verificacdo da qualidade das amostras de DNA e inexisténcia de inibidores
da amplificacdo. Antes da realizacdo da multiplex-nested-PCR e das amplificacdes
confirmatdrias, as amostras de DNA foram testadas com os primers Bl (5°-
GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3"),e B2 (5’- CTCCTTATTGTCACGCACGATT
TC-3’) do gene da S-actina humana, primers estes descritos por Nakajima-lijima et
al.** que amplificam fragmento de 540 pb. A amplificagdo seguiu o seguinte protocolo:
40 ciclos de 1 minuto de desnaturacéo a 95°C, 1 minuto de annealing a 45°C e 1 minuto
de extens&o a 72°C. Em um microtubo de 0,2 mL, considerando volume final da reacéo
de 25 pL, foram usados 200 uM de dNTP; 0,4 uM dos primers, 1,25 U da Taq DNA
polimerase (Labtrade), tampéo [10X] (Labtrade), 1,5 mM do MgCl; (Labtrade).

4.5.8 Métodos moleculares confirmatdrios: as amostras positivas pela multiplex-
nested-PCR, foram submetidas a uma PCR “em separado”, isto ¢, realizada apenas
com o par de primers do patdgeno detectado pela multiplex-nested-PCR. Além disso,
os fragmentos amplificados na 22 PCR da multiplex foram submetidos a
sequenciamento automatizado. Esta medida foi necessaria, ao menos na fase de
validacdao da multiplex-nested-PCR durante a qual amostras de casos suspeitos foram
testados, para garantir que os fragmentos amplificados correspondiam de fato ao alvo

das amplificagdes.

45.9 Primers selecionados para a multiplex-nested-PCR: a reacdo final de

multiplex-nested-PCR foi padronizada de maneira a ser capaz de amplificar os sete
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patdgenos de forma simultanea. Esta composicdo final de sete patégenos a serem
investigados em um unico ensaio foi definida pela nossa equipe juntamente com
especialistas em medicina fetal, de acordo com os patégenos provavelmente mais
frequentes nos Servigos de Obstetricia do HC/FMUSP, e também com base nos dados

existentes em literatura que foram citados na parte introdutoria.

4.5.10 Protocolo de amplificagdo da multiplex-nested-PCR: resumidamente,
utilizando o Kit QIAGEN Multiplex PCR (QIAGEN, Germany) em reagdo com

volume final de 25 uL.

4.5.11 Construcdo do controle positivo da multiplex-nested-PCR: um “gene
sintético” foi construido para ser empregado como controle positivo da reacdo de
multiplex-nested-PCR, evitando que em cada reacdo tivéssemos que preparar 0s sete
controles positivos em separado.

Inicialmente, a deteccdo dos amplificados foi realizada por eletroforese
horizontal em géis de agarose (Invitrogen, USA)/ nusieve, GTG/ Lonza, USA) e
posteriormente por eletroforese capilar, considerando que existem amplificados com
pesos moleculares muito proximos e que dificultam a diferenciacdo em géis de

agarose.

45.12 Protocolo de sequenciamento: os produtos das amplificagbes foram
purificados com o kit comercial “Wizard SV Gel and PCR Clean-up System”
(PROMEGA, USA). A cada produto de PCR foi adicionado o0 mesmo volume do
tampao “Membrane Binding Solution” e a solugdo foi transferida para uma coluna de
afinidade acoplada a um microtubo. Apos a incubagdo por 1 minuto em temperatura
ambiente, a coluna foi centrifugada a 16.000 x g por 1 minuto e o sobrenadante foi
descartado. A seguir, a coluna foi lavada com 700 pL da solugdo “Membrane Wash
Solution” por centrifugacdo a 16.000 x g por 1 minuto. Posteriormente, a coluna foi
novamente lavada com 500 puL da solu¢do “Membrane Wash Solution” por
centrifugacdo a 16.000 x g por 5 minutos. A seguir, a coluna foi deixada em banho

seco a 60°C por 10 minutos, para a evaporacao total do “Membrane Wash Solution”.
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O DNA foi entdo eluido transferindo-se a coluna para um microtubo limpo, e
adicionando-se 50 uL de agua ultrapura diretamente no centro da coluna, incubando a
amostra por 1 minuto em temperatura ambiente e centrifugando a amostra a 16.000 x
g por 1 minuto. Esse procedimento foi realizado para retirar residuos de sais e produtos
n&o incorporados durante a reacdo de PCR. A quantificacdo do produto foi analisada
por eletroforese em gel de agarose Invitrogen, USA) a 2%. A estimativa da
concentracdo de DNA do produto de PCR foi feita com auxilio do reagente Low DNA
Mass Ladder (Invitrogen, USA). As intensidades das bandas de DNA purificadas
foram comparadas visualmente com os padrdes, e a concentracdo de DNA das
amostras em nanogramas foi determinada de acordo com a tabela fornecida pelo
fabricante.

O sequenciamento foi realizado na plataforma ABI PRISM® 3500 Genetic
Analyzer no Laboratério de Parasitologia do Instituto de Medicina Tropical (IMT-
USP). A reagdo propriamente dita utilizou o kit BigDye® Terminator Cycle
Sequencing (Applied Biosystems,USA). Resumidamente, em 10 pL de reacdo
contendo Mix BigDye 1:16; 1,5 x 0 5 x Sequencing Buffer; foram adicionados 5 uM
de cada primer. A reacdo foi realizada em termociclador nas seguintes condicdes: 25
ciclos de 95°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos, 60°C por 2 minutos. Para a
retirada de produtos ndo incorporados durante a reacdo de sequenciamento foi
realizada a precipitacdo do DNA utilizando o reagente BigDye® X Terminator ™
Purification kit (Applied Biosystems, USA) seguindo as instrucfes descritas pelo
fabricante.

Os eletroferogramas obtidos apds sequenciamento foram editados
manualmente utilizando o software BIioEDIT Sequence Aligment Editor. As
sequéncias foram alinhadas e analisadas no programa Codon Code Aligner. Apo6s
edicdo, as sequéncias, juntamente com as amostras positivas sequenciadas, foram
submetidas a analise comparativa no site BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) para verificar a similaridade entre elas e as

sequéncias “prototipo” de cada um dos microrganismos investigados na multiplex-
nested-PCR. As sequéncias protétipo foram obtidas do  GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).
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4.6 ANALISE DOS RESULTADOS.

Foi calculada a frequéncia de amostras positivas em relacdo ao total de
amostras analisadas pelos dois testes moleculares por contagem direta. Também foi
analisada a frequéncia de amostras positivas para cada patdgeno em relacdo ao total
de amostras estudadas.
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5 RESULTADOS

5.1 Grupo de estudo: o grupo de estudo foi composto por 147 gestantes. Destes 147
casos foram colhidas 173 amostras, a saber: 121 amostras de liquido amnidtico, 25
amostras de sangue fetal (cordocentese), 4 amostras de sangue de corddo (sala de
parto), 7 fragmentos de placenta, 8 amostras de urina de recém-nascidos nas primeiras
72 horas de vida, e 8 amostras de liquido cefalorraquiano de recém-nascidos nas

primeiras 72 horas de vida.

Os critérios utilizados para a inclusdo de casos no grupo de estudo foram

detalhados na Tabela 3.

Tabela3-  Alteragdes consideradas para a inclusdo de casos no grupo de estudo,
namero de gestantes incluidas e frequéncia. O nimero total de casos
com alterac@es ultrassonogréficas foi de 80 (71 + 1 + 8).

Critérios de Inclusédo NUmero de gestantes

(frequéncia)

Apenas alteracdes ultrassonograficas 71 (48,3%)
Sorologia positiva para algum patdégeno 40 (27,2%)
PCR ou imuno-histoguimica positiva em outro laboratério 26 (17,7%)
Alteracdo ultrassonogréfica e obito fetal 01 (0,7%)
Alteracdo ultrassonogréfica e sorologia positiva 08 (5,4%)
Crescimento intrauterino < percentil 5 01 (0,7%)
Total de casos 147 (100%0)

Para a inclusdo de casos no grupo de estudo, a gestante deveria apresentar
alteracdes clinicas e/ ou sorologicas e/ ou ultrassonogréaficas que levassem a suspeita
de infeccdo congénita. As alteracGes ultrassonograficas encontradas nas gestantes do
grupo de estudo foram detalhadas na Tabela 4.
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Tabela4 -  Alteragdes ultrassonogréaficas encontradas nos fetos do grupo de estudo
e porcentagem relativa.

NUmero de alteragdes  Tipo de alteragdo Fetos (%0)
Hidropsia 19 (23,75%)
Cardiopatia 6 (7,5%)
Ascite 5 (6,25%)
Hidrocefalia 5 (6,25%)
higroma cistico 4 (5,0%)
Holoprosencefalia 2 (2,5%)
Esquizencefalia 2 (2,5%)
Apenas uma alteragdo Derrames pericardicos 1(1,25%)
Calcificages intracranianas 1 (1,25%)
Esplenomegalia 1(1,25%)
Anencefalia 1 (1,25%)
Génglios cervicais aumentados 1 (1,25%)
Braquiocefalia 1(1,25%)
Spina bifida 1 (1,25%)
Ventriculomegalia 1(1,25%)
Hidropsia e higroma 4 (5,0%)
Higroma e edema cutaneo 1 (1,25%)
Hidropsia e cardiopatia 1 (1,25%)
Hidropsia e derrame pericérdico 1 (1,25%)
Duas alteracGes Hipoplasia ventricular esquerda 1 (1,25%)
Hidrocefalia e clinodactilia 1 (1,25%)
Hidrocefalia e agenesia do vermis cerebelar 1 (1,25%)
Encurtamento dos membros e leséo de coluna 1 (1,25%)
Pielectasia e 0sso nasal ausente 1 (1,25%)
Esplenomegalia e aumento de ganglios cervicais 1 (1,25%)
Hidrocefalia, agenesia do corpo caloso, holoprosencefalia, 4 (5%)
aumento dos ganglios cervicais
Hidropsia, higroma, derrame pleural, edema 2 (2,5%)
Cardiomegalia, ventriculomegalia , polidramnio 2 (2,5%)
Higroma cistico, onfalocele, hidropsia 2 (2,5%)
Hidrocefalia, ventriculomegalia e auséncia de vermis cerebelar 1 (1,25%)
Trés ou mais alteragBes  Hidrocefalia, calcificagdes periventriculares e hepatomegalia 1 (1,25%)
Ventriculomegalia, calcificagdes intracranianas, 1 (1,25%)
hepatoesplenomegalia
Cardiomegalia, hidropsia fetal, derrame pericardico 1 (1,25%)
Hidropsia, derrame pericardico, cardiomegalia, derrame pleural 1 (1,25%)
Holoprosencefalia, fenda palatina, hipotelorismo 1 (1,25%)
Total 80 (100%)
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5.2 Grupo Controle: o grupo controle foi composto por 193 gestantes oriundas de
atendimentos de gestantes com pré-natal normal ou primigestas com idade avancada
(Tabela 5).

Tabela5-  Critérios de inclusdo das gestantes no grupo controle e porcentagem

relativa.
Critérios de inclusao NUmero de gestantes (%0)
PN nl, idade avangada (amniocentese - cariotipagem) 44 (22,8%)
PN nl, triagem soroldgica nl , placenta nl 149 (77,2%)
Total de casos 193 (100%0)

PN- Pré-Natal; nl.- normal.

No grupo controle, além das 197 amostras das 193 gestantes (44 liquidos
amnioticos e 148 amostras de sangue de cordado colhidos da placenta na sala de parto),
trés fragmentos de placenta foram encaminhados ao laboratério para analise (o exame
histopatolégico das placentas foi normal), e em um dos casos houve coleta de duas
amostras de sangue da placenta por se tratar de gestacdo gemelar, totalizando 197

amostras neste grupo.

5.3 Resultados da multiplex-nested-PCR no grupo de estudo

Do total de 147 gestantes do grupo de estudo, 57 apresentaram resultado
positivo pela multiplex-nested-PCR (38,8%). Quatro casos dos 147 do grupo de estudo
(2,7%) apresentaram dupla deteccdo: 2 casos positivos para CMV e Toxoplasma
gondii em liquido amnidtico; 1 caso positivo para Toxoplasma gondii e VZV em
liqguido amnidtico; 1 caso positivo para parvovirus B19 e CMV em sangue fetal.

Né&o foram detectados casos de infeccdo congénita causada por HSV e EBV no
grupo de estudo. Os outros cinco patégenos que foram alvo da investigacdo pela
multiplex-nested-PCR foram detectados.

Considerando os resultados por nimero de amostras colhidas, de um total de
173 amostras foram encontradas 66 positivas (38,1%). A Figura 1, mostra o total de
amostras (n=173) das 147 gestantes do grupo de estudo, bem como os tipos de material
biolégico analisados, e a frequéncia de patdgenos detectados por multiplex-nested-
PCR.
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Grupo de estudo

173 amostras de 147 gestacdes

- 4 d
121 l!qu.ldos 25 sangue fetal Scﬂ(:]l:%;:iz ¢ 7 placentas 8 urinas RN 8 LCR de RN
amnio6ticos (cordocentese) (placenta)
| | | | |
48 + (40%) 10 + (40%) 3+ 2+ 2+ 1+
- 35(7‘2 *g",,/';;ﬁ" = 4cMmv 2 CMV L 2 CMV \\ 2 CMV \\ 1CMV
- gfg’% 2T gondii 1 T. gondii
- 3Adv (62%) | H 3PV
2PV (4.2%) | 1Aav
L1 VZV (2,1%)
Figural-  Numero total de amostras do grupo de estudo distribuidos de acordo

com o tipo de material analisado, e 0s patogenos detectados pela técnica
de multiplex-nested-PCR, além da porcentagem relativa
Na Tabela 6 foram apresentados todos 0s 57 casos positivos do grupo de estudo
e as respectivas alterac6es (clinicas e laboratoriais) encontradas. Em alguns casos foi

realizada PCR no laboratério de apoio do centro de referéncia participante do estudo.

Tabela6-  Descricdo do numero de casos positivos por multiplex-nested-PCR
(n=57) de acordo com o0 patdgeno, e as respectivas alteracdes clinicas,
laboratoriais e de exames subsidiarios.

Critérios de Inclusdo T.gondii CMV PV  Adeno Dupla  Total
N=32 N=12 N=5 N=4 deteccdo  N=57
N=4
Apenas alteragdes ultrassonograficas 14 4 1 3 2 24
Sorologia + 7 3 0 1 0 11
PCR ou IH + (lab. apoio) 3 0 0 1 6
Sorologia + e alteragdo ultrassonogréafica 0 1 4 0 1 6
PCR ou IH + e alteracdo ultrassonografica 5 2 0 0 0 7
PCR ou IH + e sorologia + 2 0 0 0 0
Crescimento intrauterino<p 5 1 0 0 0 0
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5.4 Resultados da multiplex-nested-PCR no grupo controle: de um total de 193
casos, foram colhidas 197 amostras. Houve deteccdo por multiplex-nested-PCR em 2
casos: 1 caso positivo para T. gondii em liquido amnidtico e 1 caso positivo para
adenovirus em liquido amniotico (2/193 casos ou 1,04%; 2/197 amostras ou 1,01%).
(Figura 2).

Grupo Controle

197 amostras de 193 gestacdes

150 amostras de 44 Honidos
sangue fetal quy 3 placentas
(placenta) amnioticos
L 0 — 2+ t 0
I 1 T. gondii
— 1 Adv

Figura2 -  Amostras bioldgicas e os patdgenos encontrados pela técnica de
multiplex-nested-PCR no grupo controle.

Dentre as 193 gestantes do grupo controle, o caridtipo foi anormal em 14 casos
(7,2%):
- 2 casos: 69 XXY (cariétipos realizados em liquido amnid6tico);
- 2 casos: 46 XX, inv. (9) (p12g13) (carittipos realizados em liquido amni6tico);
- 2 casos: 47 XX+13 (cariotipos realizados em liquido amniético);
- 2 casos: 47 XY+18 (um cariotipo realizado em liquido amniotico e um cariétipo
realizado em sangue fetal — gestante com idade avangada);
- 1 caso: 46 XX del. (11) (q22) (caridtipo realizado em liquido amnidtico);
- 1 caso: 46 XY, del. (22) (p11.1) (caridtipo realizado em liquido amniotico);
- 1 caso: 45 XX del. (18,21)+(18,21)(p11.3;p12) (cariotipo realizado em liquido
amniotico);
- 1 caso: 45 X (caridtipo realizado em liquido amniotico);
- 1 caso: 45 X, 46 XY (cariotipo realizado em liquido amniético).

- 1 caso: 47 XX+21 (cariétipo realizado em liquido amniotico)
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5.5 Resultados do sequenciamento automatizado dos fragmentos detectados pela
multiplex-nested-PCR

Os amplificados dos 57 casos positivos do grupo foram submetidos ao
sequenciamento automatizado para confirmagdo, e 0s quatro casos nos quais houve
dupla deteccdo pela multiplex-nested -PCR foram representados a seguir.

Foi realizado alinhamento das sequéncias obtidas no estudoem relacdo as
sequéncias protdtipo obtidas no GeneBank. As sequéncias geradas pelo equipamento
ABI PRISM® 3500 Genetic Analyzer, analisadas pelo programa BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Observamos grau similaridade de 95% e

98% entre a sequéncia amplificada do liquido amniético e os protétipos, confirmando
que os amplificados eram mesmo provenientes dos patdgenos que esperavamos ter

amplificado.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento de uma multiplex-
nested-PCR capaz de detectar de forma simulténea, sete patdgenos que contém DNA
no genoma, e que ja foram associados a infecgdes congénitas. Como ja foi
mencionado, a escolha das infec¢bes que seriam investigadas com a multiplex-nested-
PCR foi feita em conjunto com especialistas em Medicina Fetal do HC/FMUSP.

Ao longo da ultima década, tem havido um aumento no emprego de sistemas
do tipo multiplex-PCR para a deteccdo simultanea de patdgenos em varios tipos de
material biologico, provavelmente devido a escassez de material para a realizacdo de
varios testes, em relacdo a amostras do trato respiratorio®!, gastrointestinal®,
oculares®, provenientes de linfadenopatias®, liquido cefalorraquidiano®°%°’, dentre
outras.

Muito embora uma PCR realizada separadamente para cada um dos patégenos
considerados nesta pesquisa, ou o emprego da PCR em Tempo Real pudessem
apresentar vantagens em relagdo a multiplex-nested-PCR, existem razBes para a
realizacdo de testes combinados, tais como a escassez de material biolégico (DNA
extraido de amostras de liquido amnidtico ou sangue fetal), e 0 menor custo. A
realizacdo de uma dezena de sorologias com plasma/soro fetal também enfrentaria o
mesmo obstaculo, isto é, a quantidade insuficiente de amostra.

Durante a etapa de padronizacdo (determinacdo das melhores condigdes
laboratoriais, concentracdes de reagentes, temperaturas de amplificacdo), e de
validacao (teste de amostras provenientes de gestantes e fetos com ou sem suspeita de
infeccdo congénita) da multiplex-nested-PCR procuramos utilizar protocolos,
equipamentos e condicOes laboratoriais que pudessem ser reproduzidas em outros
laboratdrios de biologia molecular. Esta foi a razdo para a substituicdo dos geéis de
agarose, usados na deteccdo de amplificados, pela eletroforese capilar. Além de um
maior grau de resolucéo, sendo capaz de diferenciar fragmentos com diferencas de
peso molecular de 2 a 4 pares de base, a eletroforese capilar é substancialmente mais
rapida que a eletroforese em géis de agarose, apresenta menor custo, e ndo requer que
o manipulador lide com substancias que se intercalam ao DNA, e sdo, portanto,

cancerigenas, tais como o brometo de etideo.
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Na atualidade, existe recomendacdo para que se empregue amplificagOes
quantitativas (PCR em Tempo Real) quando o objetivo do teste for o diagnostico
laboratorial de doencas infecciosas, sobretudo naquelas que podem ser tratadas, uma
vez que a determinacédo da quantidade de patdgenos presentes na amostra pode ser (til
tanto para a definigdo do diagndstico, quanto para 0 acompanhamento do tratamento®?.
Mesmo assim, apesar de ndo constituir a situacdo ideal para testes que tém como
objetivo o diagnostico laboratorial, a presente pesquisa realizou duas amplificacdes
(nested-PCR) com o intuito de aumentar tanto a sensibilidade, quanto a especificidade
da reacdo. O ganho de sensibilidade e facilmente compreendido pois o material
amplificado na 12 PCR foi diluido 100 vezes e 2 microlitros desta diluicdo foram
submetidos a uma nova amplificacdo (22 PCR). O ganho de especificidade ocorre pois
para se obter a amplificacdo de um determinado fragmento especifico de um dos
patdgenos, é preciso que o DNA alvo presente na amostra do paciente tenha sido
reconhecido pelos pares de primers da 12 e da 22 amplificacao.

A ssituacao ideal seria a de se poder realizar, em lugar da multiplex-nested-PCR,
uma PCR em Tempo Real que pudesse detectar os 7 patdgenos de forma simultanea.
A PCR em Tempo Real poderia, teoricamente, apresentar sensibilidade analitica
(limite de deteccdo) comparavel a uma amplificacdo dupla (nested-PCR), porém, teria
que ser realizada com 14 primers marcados ou ndo com fluoréforos, além de 7 sondas
obrigatoriamente marcadas com fluoréforos distintos. O uso de um grande nimero de
fluoréforos aumentaria demasiadamente o custo da reacdo, tornando-o proibitivo para
a definicdo do diagnostico laboratorial de infeccGes congénitas. Ademais, 0s
fluoréforos possuem prazo de validade, de cerca de um ano (em geral seis meses apos
a chegada ao laboratdrio), enquanto os reagentes da PCR convencional apresentam
prazo de validade mais longo. Apos esta reflexdo, e considerando que para a
confirmag&o dos resultados encontrados foram realizados os sequenciamentos de todos
o0s produtos de amplificacdo obtidos, uma vez que o sequenciamento de DNA constitui
0 padrdo ouro para a analise de sequéncias de DNA em biologia molecular, para a
proxima etapa de implantacdo da multiplex-nested-PCR que foi padronizada e
validada no @mbito desta tese de doutorado, pretende-se adotar a realizacdo da PCR
em Tempo Real com SYBR Green para a amplificagdo, em separado, apenas do

patdégeno detectado inicialmente pela multiplex-nested-PCR, em substituicdo ao
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sequenciamento. Este procedimento devera apresentar sensibilidade comparavel
aquela da multiplex-nested-PCR, uma vez que ndo estardo presentes os outros 12
primers na reacao, e na PCR em Tempo Real existe hibridizacdo do fluor6foro SYBR
Green a cada fragmento amplificado, e esta hibridizacdo aumenta a sensibilidade da
técnica. A PCR em Tempo Real realizada com SYBR Green possui, atualmente, um
custo aceitavel para que possa ser empregada como teste confirmatério, e certamente
muito mais baixo que o sequenciamento automatizado (método de Sanger). Ademais,
possui a inegavel vantagem de quantificar o alvo da amplificacéo, situacdo desejavel
no caso de infecgOes que podem ser tratadas, tais como a toxoplasmose, podendo a
técnica ser igualmente empregada para o monitoramento do tratamento, se houver
indicacdo médica®®.

Na presente pesquisa, todos os resultados positivos foram confirmados por
meio do sequenciamento do material amplificado (Figuras 11 a 17), desta forma, é
possivel afirmar que as sequéncias amplificadas correspondem aos patégenos
identificados pela multiplex-nested-PCR. E importante lembrar que apenas 10 dos 57
casos positivos (17,5%) foram diagnosticados pelos metodos disponiveis nos
laboratérios de apoio dos centros de referéncia que participaram do estudo, quantidade
quase seis vezes menor de casos positivos detectados em relacéo ao que foi obtido pela
multiplex-nested-PCR. Estes 10 casos tiveram sorologias realizadas, em alguns deles
também havia resultados de PCR in house dos laboratorios de apoio dos servicos de
obstetricia, além de resultados de outros exames subsidiarios indicativos de infeccéo
(imunoistoquimica, imagem etc). Ressaltamos que os estudos da literatura que foram
citados na parte introdutdria da tese realizaram apenas a investigacdo molecular, sem
preocupacdo com a existéncia de testes confirmatorios para confirmar os resultados
obtidos por PCR, com excecao do relato de Mclver et al**,

Com relagdo a possibilidade de termos obtido resultados falso-positivos pela
multiplex-nested-PCR, foram adotadas medidas para minimizar a chance de
contaminacg&o laboratorial (carry-over), tais como a compartimentalizacdo de areas de
preparo de reagentes, extracdo de DNA e amplificacdo, seguindo recomendacdes da
literatura®®. Em algumas situagdes, a multiplex foi positiva, por exemplo para T. gondii
ou CMV, e as sorologias maternas indicavam presenca de IgG positiva e IgM negativa

para o patdgeno detectado na PCR. No entanto, é importante lembrar que as sorologias
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analisadas foram maternas e ndo fetais, sendo plausivel que a infeccdo ja se
encontrasse em fase sub-aguda ou cronica na gestante (perfil de infeccdo pregressa) e
em fase aguda no feto, culminando com o resultado positivo por PCR. Por este motivo
existe recomendacéo, por exemplo, no caso de suspeita de infecgdo congénita pelo
CMV, que se aguarde periodo de 7-9 semanas ap6s a infeccdo aguda materna para a
realizacdo da investigacdo fetal, devendo a amniocentese ser realizada de preferéncia
apos a 212 semana de gestacio®’.

Do total de 57 casos positivos encontrados no grupo de estudo, o patdgeno mais
frequentemente amplificado foi T. gondii, em 32 casos dos 57 positivos (56,1%) e em
21,8% do total de 147 casos do grupo de estudo. Esta porcentagem é bastante elevada,
porém ndo existem trabalhos na literatura para podermos comparar os dados. E
possivel que os dois centros obstétricos que participaram desta pesquisa concentrem
mais casos verdadeiros de infecgdo congénita.

Na presente pesquisa ndo foram detectados casos de infecgdo congénita
causada por HSV e EBV, mas estas duas infeccdes parecem mesmo ser menos
frequentes?>10.15,

Dos 32 casos com multiplex-nested-PCR positiva para T. gondii desta
casuistica, todos possuiam ao menos um (a maioria dos casos mais de um) critério de
inclusdo para serem incluidos no grupo de estudo. Chamou-nos a atencdo o fato de,
dentre os 32 casos detectados, cinco apresentarem PCR para T. gondii negativa
realizada no laboratorio de apoio, porém o teste molecular naquele laboratério foi uma
PCR convencional com apenas um round de amplificagdo, que costuma ser menos
sensivel que as nested-PCR, especialmente se levarmos em consideracdo que as
gestantes iniciaram o tratamento assim que o resultado das sorologias foi
disponibilizado. O tratamento, é considerado capaz de interromper a replicacdo dos
parasitos, mas nao promover a eliminagcdo dos mesmos. Na lista casos positivos para
T. gondii, existem apenas cinco casos que foram positivos pela PCR convencional do
laboratdrio de apoio, porém nao € possivel estimar a sensibilidade e especificidade do
teste molecular de outros laboratdrios. Ademais, de acordo com dados dos prontuarios
médicos, a PCR ndo foi solicitada em todos os 32 casos positivos pela multiplex-

nested-PCR desta pesquisa, por vezes falta de disponibilidade da PCR, pela presenca
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de sorologia anti-T. gondii com IgM positiva associada a alteragdes ultrassonogréaficas
indicativas da infeccdo, dentre outros fatores.

Analisando detalhadamente as alteracdes ultrassonograficas encontradas nos
32 casos positivos para toxoplasmose do grupo de estudo, além de alteracGes
reconhecidamente associadas a infec¢des tais como varios casos de hidrocefalia fetal,
alguns de hidropsia fetal e um caso de crescimento intrauterino restrito abaixo do
percentil 5, pudemos observar alteracbes normalmente associadas a outras infec¢oes
(leséo de coluna sacral e encurtamento de membros), e muitas alteracBes cardiacas,
mais frequentemente associadas a outras infec¢bes congénitas tais como a rubéola,
tanto anomalias estruturais (hipoplasia de ventriculo esquerdo, cardiopatia fetal ndo
especificada, malformacdo cardiaca ndo especificada), quanto funcionais
(cardiomegalia fetal, derrame pericardico). Chamou-nos a atencdo a presenca de
inimeros casos de malformac&o de sistema nervoso central (agenesia de corpo caloso,
hipoplasia de cerebelo, holoprosencefalia). Muito embora a literatura médica aponte
uma baixa prevaléncia de anomalias do sistema nervoso central fetal, Kilic e Yazici®
relataram o caso de um feto com holoprosencefalia, cebocefalia, coloboma em iris
esquerda, hipotelorismo, narina Unica e alteracfes cardiacas (forame oval patente e
septo inter-atrial) associados a infeccdo fetal. A sorologias indicavam a presenca de
anticorpos IgG em titulos altos (IgM negativa) para CMV, HSV e virus da rubéola,
este Gltimo virus reconhecido ha muitas décadas como um agente viral teratogénico®?.
Mais recentemente, de Catte et al.® realizaram uma revisio sistematica com especial
atencdo a malformacdes de sistema nervoso central detectadas durante o pré-natal.
Concluiram que vérias alteracGes tais como a microcefalia estdo intimamente
relacionadas a infeccdes causadas por CMV, porém alteraces mais graves como
agenesia de vernix, holoprosencefalia e outras malformacdes de linha média, também
deveriam ter multiplas causas infecciosas investigadas, tal como foi realizado na
presente pesquisa.

Se considerarmos as estatisticas mundiais, T. gondii deveria ser o segundo
agente etioldgico mais frequente, porem, CMV foi o segundo colocado com 12 casos
(21% dos positivos e 8,2% do total do grupo). Em apenas um dos 12 casos com
multiplex-nested-PCR positiva para CMV a indicagdo da amniocentese ndo ficou

clara, uma vez que a gestante apresentava apenas sorologia positiva (somente 1gG)
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para T. gondii, e na época, a sorologia para CMV ndo era solicitada no rastreamento
pré-natal. No prontuario desta gestante ndo foram encontrados outros critérios de
incluséo para o grupo de estudo.

O encontro de 21% de casos positivos por multiplex-nested-PCR para CMV
deveria ser ainda mais elevado, e a reducdo da deteccdo de CMV como agente
etioldgico de infeccdes congénitas em nosso meio deve estar associada ao fato do
CMV ndo ter feito parte do rastreamento sorologico rotineiramente realizado no
atendimento pré-natal de todos os centros obstétricos, desde o inicio da realizagdo
desta pesquisa. Um fator de confusdo que permanece no diagnéstico pré-natal da
infeccdo congénita causada pelo CMV ¢ a idade gestacional na qual a amniocentese
ou a cordocentese € realizada. Apos a primo-infec¢do materna, pode levar semanas a
meses para que a transmissdo placentaria do CMV ocorra. Um intervalo de 7-9
semanas entre o inicio da infecgdo materna e a realizacao do teste diagndstico tem sido
recomendado. A idade gestacional no momento do teste também constitui fator
importante, uma vez que a sensibilidade da PCR pode ser de apenas 30% quando a
amostra de liquido amniotico € obtida antes da 21% semana de gestacdo, podendo
atingir 100% se o teste for realizado ap6s a 212 semana®. No presente estudo, todas as
amniocenteses foram realizadas no segundo trimestre da gestagdo, porém varias delas
antes da 182 semana, que ¢é a idade gestacional recomendada para a pesquisa de T.
gondii em liquido amni6tico®® e uma quantidade ainda maior antes da 212 semana,
idade gestacional recomendada para a detecgdo molecular do CMV, muito embora, de
uma forma geral, o procedimento tenha sido realizado sempre ap6s quatro semanas ou
mais da data provavel de soroconversao.

No grupo de estudo, foram encontrados cinco casos com detec¢do de
parvovirus B19. Todos os fetos apresentavam alteracfes ultrassonograficas
significativas: 1 feto hidrdpico; 1 feto com ventriculomegalia; 1 feto com hidrocefalia,
ventriculomegalia e auséncia de vermis cerebelar; 2 fetos com esquizencefalia.
Ademais, considerando os resultados de PCR realizada nos laboratérios de apoio, a
PCR foi positiva em um dos casos, portanto apenas este caso teria sido diagnosticado,
porém a PCR foi negativa em um dos casos positivos pela multiplex-nested-PCR deste
estudo, correspondendo, provavelmente a um falso-negativo do laboratério de apoio,

provavelmente pelo uso de PCR convencional com um unico round de amplificacéo.
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Ademais, houve um caso com sorologia inconclusiva e no ultimo dos cinco casos a
sorologia foi negativa. Nestes dois ultimos casos, a PCR ndo foi realizada nos
laboratdrios de apoio. Considerando a presenca de alteracdes ultrassonogréaficas fetais
graves em todos 0s cinco casos com multiplex-nested-PCR positiva, acreditamos que
esta técnica seja mais sensivel que as sorologias e as PCR in house convencionais.

Ainda no grupo de estudo, foram encontrados quatro casos positivos para
adenovirus pela multiplex-nested-PCR. Os quatro casos apresentavam as seguintes
alteracdes que os tornavam elegiveis: cardiopatia fetal; hidrocefalia grave; higroma
cistico e edema subcuténeo fetal; sorologia positiva para CMV. Os adenovirus sdo
frequentemente associados a casos de hidropsia fetal, mas nesta casuistica apenas o
feto com edema subcutaneo talvez pudesse apresentar um certo grau de hidropsia. No
entanto, cardiopatias fetais (arritmias, insuficiéncia cardiaca) e malformacdes
cardiacas fetais que ja foram associadas aos adenovirus, assim como lesdes hepéticas
ecogeénicas e defeitos do tubo neural, dentre outras alteragdes do sistema nervoso
central, nfo foram encontradas nestes quatro casos positivos para adenovirus34637.38,
Apenas o0 caso com sorologia positiva para CMV (deteccdo de IgM em titulos baixos
e IgG), sem outras alteragdes mencionadas em prontuario, carece ainda de explicacdes.
Pudemos constatar que, a partir de um determinado momento durante a realizacéo da
pesquisa, a sorologia para CMV passou a integrar o painel soroldgico do rastreamento
pré-natal de um dos centros. Infelizmente, a sorologia para adenovirus nédo é realizada
rotineiramente na maior parte dos centros de atendimento obstétrico, mesmo naqueles
localizados em hospitais de referéncia. Sendo assim, ndo temos um outro exame
laboratorial para avaliar os resultados da multiplex-nested-PCR que foram positivos
para adenovirus.

No grupo de estudo (gestacdes com suspeita de infeccdo congénita) foram
encontrados quatro casos nos quais houve dupla amplificagdo pela multiplex-nested-
PCR, sendo dois casos com deteccdo de T. gondii e CMV em ligquido amni6tico; um
caso com deteccdo de T. gondii e VZV em liquido amni6tico; um caso com deteccéao
de parvovirus B19 e CMV em sangue fetal. Estes quatro casos corresponderam a
2,72% do total del147 casos) e a 2,3% do total de 173 amostras. Havia dois casos com
dupla detecgéo de T. gondii e CMV. Em um deles, foram solicitadas sorologias

maternas para T. gondii e CMV, ambas com IgG positiva e IgM negativa, porém o feto
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se encontrava hidropico e havia um teste imuno-histoquimico positivo para CMV em
liquido amnidtico. No outro caso com dupla identificacdo T. gondii e CMV, a gestante
apresentava 1gG e IgM positiva para T. gondii. Um terceiro caso apresentou dupla
deteccdo T. gondii e VZV e a gestante apresentava IgG e IgM positiva para T. gondii,
ndo tendo sido realizada sorologia para VZV. O ultimo dos quatro casos com dupla
identificacdo detectou CMV e parvovirus B19. O feto se encontrava hidrdpico
(compativel com os dois agentes virais), e havia PCR positiva para parvovirus B19 do
laboratdrio de apoio. Infelizmente neste caso, nao foi solicitada sorologia para CMV.
Analisando estes quatro casos com dupla deteccdo de patdgenos de outra
maneira, € possivel observar que todos eles apresentaram detecgdo de algum
microrganismo (T. gondii ou parvovirus B19) juntamente com um virus da familia
herpes (em trés casos 0 CMV e em um caso o VZV). E possivel que os fetos
apresentassem a infeccdo por um dos patogenos (T. gondii ou parvovirus), e o virus da
familia herpes estivesse presente, portanto passivel de deteccdo, porém sob forma
“latente”. Sabe-se que os virus da familia herpes desenvolveram interagdes virus-
hospedeiro muito particulares, sendo capazes de sofrer adaptacdes e trilhar uma série
de caminhos para escapar da vigilancia imunoldgica do hospedeiro. Os mecanismos
que permitem a persisténcia dos virus da familia herpes no organismo sdo muito
complexos. Dependendo do estado de competéncia imunoldgica do individuo e dos
tipos de células infectadas, a persisténcia dos herpes virus compreendera estados de
laténcia, cronicidade e estados produtivos de infeccdo, que podem ocorrer
concomitantemente. A laténcia viral € uma estratégia central pela qual os herpes virus
garantem a sua persisténcia ao longo da vida do hospedeiro. Embora ainda haja muito
a ser definido sobre as interacGes virus-hospedeiro importantes para a laténcia do
CMV, e de outros herpes virus, a existéncia de fatores virais e celulares para a
manutenc¢do de um estado latente ou para dar inicio a replicacéo produtiva do virus em
resposta a estimulos do hospedeiro j foi exaustivamente documentada®#65:66.:67.68.69
Uma forma para contornar o problema de detecgfes por PCR que
corresponderiam a agentes virais latentes no organismo do paciente, seria a detecgéo
realizada por multiplex-RT-nested-PCR, ou seja, em lugar de se extrair DNA, haveria
extracdo de RNA, realizacdo de etapa suplementar de transcricdo reversa, com

producdo de DNA complementar (cDNA) e posterior realizagcdo de dois rounds de
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amplificacdo. Esta estratégia reduziria a sensibilidade das detec¢des considerando que
a deteccdo de cDNA € menos sensivel que a de DNA, porém apresentaria a vantagem
de sO6 haver amplificacdo caso o(s) patdgeno(s) estivesse(m) produzindo RNA
mensageiros, isto é, estivessem realizando transcricoes, fato que indicaria atividade do
agente etioldgico. Esta é uma alternativa a ser considerada, porém a inclusdo da etapa
de transcricdo reversa aumentaria a complexidade e o custo da reacdo, e seria
necessario aumentar a organizacao e a agilidade de todos os processos laboratoriais,
notadamente do transporte de materiais bioldgicos ao laboratorio, pois eles teriam que
ser processados em tempo ndo superior a duas horas apos a coleta, sob pena de
obtermos resultados falso-negativos devido a degradacdo do RNA presente nas
amostras.

Existe, na literatura medica, apenas um estudo recente que detectou mais de
um virus da familia herpes de forma simultanea por meio de multiplex PCR, em
gestantes. Ouedraogo et al.”® realizaram estudo para a detecgdo de herpes virus que
pudessem estar envolvidos em infec¢cdes congénitas, a saber: EBV, CMV e HHVG6, e
para tanto analisaram 200 gestantes, sendo 100 HIV positivas e 100 HIV negativas.
Foram testadas amostras de plasma destas 200 gestantes por multiplex PCR, porém
PCR em Tempo Real. Das 200 amostras testadas, 18 (9,0%) foram positivas para ao
menos um dos trés patdgenos; 12 (6,0%) foram positivas para EBV; 13 (6,5%) foram
positivas para CMV, e 12 (6,0%) foram positivas para HHV6. Dentre os 18 casos com
infeccdo, 10 (55,6%) apresentavam co-infec¢do, das quais 9/10 (90%) tiveram tripla
deteccdo EBV/CMV/HHVG, enquanto 10% tiveram dupla deteccdo EBV/HHVG.
Surpreendentemente, a deteccdo de herpes virus foi mais frequente entre gestantes HIV
negativas em relacdo as HIV positivas (12,0% versus 6,0%). Entre gestantes HIV
positivas, a PCR foi positiva em 7,1% (6/85) de gestantes que n&o recebiam tratamento
antirretroviral, ndo tendo sido encontrada nenhuma gestante positiva dentre as que
recebiam tratamento antirretroviral. Os autores concluiram que infec¢Ges causadas por
herpes virus sdo frequentes em gestantes de Burkina Faso e podem representar uma
ameaca real a gestacdo, podendo estar associadas a complica¢des obstétricas, além de
representarem risco de infeccdo aos fetos. Este estudo também encontrou varios casos
com amplificagOes duplas e triplas, sobretudo em gestantes HIV negativas, sendo

todos os patdgenos virus pertencentes a familia herpes, hd muito tempo reconhecidos
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Ccomo microrganismos que podem permanecer no organismo apds um primeiro
episadio infeccioso.

Foi possivel localizar um outro estudo de Rasti et al.”*, que estudaram o
impacto de co-infecgdes do grupo TORCH no desfecho de gestacOes, e para tanto,
determinaram as concentracfes de anticorpos IgM e IgG anti-T. gondii, virus da
rubéola, CMV e HSV. Oitenta e uma gestantes que haviam sofrido aborto e 98
gestantes que tiveram parto normal (grupo controle) foram incluidas na pesquisa.
Considerando a positividade para apenas uma infeccdo, somente a deteccao de IgM
anti-CMV se encontrava significativamente mais elevada no grupo que sofreu abortos
em relagéo ao grupo controle (25,9% versus 12,2%, OR= 2,5 e p=0,019). No modelo
de co-infecgdo, 14 padrdes diferentes foram reconhecidos, porém apenas dois destes
padrdes apresentaram significancia estatistica: a co-infeccdo (dupla) T. gondii (1gG) e
CMV (IgM) foi 9,1 vezes mais elevada no grupo que sofreu abortamentos em relagéo
ao grupo controle (8,6% versus 1%, OR=9,1; p=0,024); e a co-infecgéo (tripla) T.
gondii (IgG) + HSV IgG + CMV (IgM) foi 7,7 vezes maior no grupo que sofreu
abortos em relacdo ao grupo controle (7,4% versus 1%, OR=7,7; p=0,04). Estes
resultados, apesar de ndo tratarem apenas de infeccdes agudas (detecgédo de IgM), mas
também da associacdo de infec¢do aguda e infeccdo (ou infecgdes) pregressas, com
deteccdo de IgG, indicam que co-infeccbes maternas do grupo TORCH estdo
associadas a risco aumentado de abortos em relacédo a infeccBes Unicas, sugerindo uma
possivel associacdo de uma infeccdo aguda e uma ou varias infec¢des cronicas na
fisiopatologia de abortos. Desta forma, as taxas de co-infecgdo deveriam ser
consideradas na triagem pré-natal das infeccbes TORCH.

A existéncia de células fetais em sangue materno ja foi devidamente
comprovada, e esta caracteristica tem sido utilizada, por exemplo, para a determinacao
do sexo do feto e a pesquisa de doencas genéticas fetais’>">"*. Sabe-se que em casos
de filhos de mées HIV positivas, existe passagem placentaria de anticorpos de classe
IgG e estes anticorpos maternos podem ser detectados na crianga por muitos meses’>7®.
No entanto, ndo é possivel afirmar que algum dos patdgenos detectados em liquido
amnidtico ou em sangue fetal no presente estudo estivessem presentes em sangue
materno e ndo no fluido bioldgico fetal, a ndo ser que tenham ocorrido acidentes de

puncdo, com passagem de sangue materno para o liquido amnidtico, o que ndo parece
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ter acontecido, pois ndo foi percebido na recep¢do das amostras no laboratorio.
Finalmente, € possivel aventar que, ndo apenas 0s herpes virus, mas também
adenovirus, parvovirus B19 e até mesmo o parasito T. gondii oriundos de uma infec¢éo
materna pregressa, possam voltar a apresentar replicacdo na gestante, considerando
que a gestacdo representa um estado de imunotolerancia, com predominio de
mecanismos Th2 (anti-inflamatdrios) em relacdo aos Thl (pro-inflamatérios). A
gestacdo € considerada um estado de imunotolerancia, por alguns autores até mesmo
de imunossupressao, com predominio da producédo de citocinas T helper 2 (Th2) em
relacdo a Thl. Sendo assim, é necessario o predominio de citocinas Th2 para a
manutencdo da gestacdo, e se houver predominio Thl poderd ocorrer aborto ou
nascimento prematuro’’.

O grupo controle da presente pesquisa contou com 193 casos e 197 amostras.
Foram encontrados 14 cariotipos fetais anormais, como ja era esperado (7,2%). Houve,
neste grupo controle, a deteccdo por multiplex-nested-PCR em 2 casos: 1 caso positivo
para adenovirus em liquido amniotico e 1 caso positivo para T. gondii em liquido
amnidtico, ou seja, 1,04% dos casos e 1,01% se considerarmos o total de amostras. Os
adenovirus tém sido os agentes virais mais identificados em gestacGes com desfecho
normal. Infelizmente, ndo encontramos nenhum estudo que tenha investigado T. gondii
em gestacGes com pré-natal normal e desfecho normal, muito embora se saiba que
cerca de 80% das toxoplasmoses congénitas sejam assintomaticas?®.

Baschat et al.*! e Reddy et al.*? pesquisaram a presenca de genomas virais em
gestacOes normais, e fetos com cari6tipos normais. No estudo de Baschat et al.*!, 686
amostras de liquido amniético colhidas no segundo trimestre foram avaliadas por
multiplex-PCR para a detec¢do de CMV, HSV, EBV, parvovirus B19, adenovirus,
além de alguns RNA virus (enterovirus e virus sincicial respiratério). Os autores
encontraram 44 amostras positivas (6,4%). Em 41 destas 44 amostras (93,2%) apenas
um virus foi detectado, e em trés casos dois virus foram detectados. Os adenovirus
foram os mais frequentes (37/44 ou 84,1%), seguidos do CMV (5 casos), EBV (2
casos), enterovirus (2 casos) e sincicial respiratorio (1 caso). Parvovirus B19 e HSV
ndo foram encontrados nesta casuistica. Em 2005, Reddy et al.*? verificaram se a
deteccdo de genomas virais em amostras de liquido amniotico estaria associada a

gestacBes com desfecho anormal. CMV, HSV, EBV, parvovirus B19, adenovirus,
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além de alguns RNA virus, tais como os enterovirus e o virus sincicial respiratorio
foram investigados por PCR em 423 amostras de liquido amnidtico, sendo que 57
amostras (13,5%) foram positivas: adenovirus (78%), enterovirus (12%), CMV (5%)
e parvovirus B19 (5%). Dos casos com ultrassom fetal anormal, 24% tiveram PCR
positiva, comparados a 8,4% das gestacbes com ultrassom normal. Analisando os
estudos de Baschat et al.** e Reddy et al.*? é possivel verificar uma frequéncia de
resultados de PCR positiva para virus em 6,4% e 8,4% dos casos analisados, enquanto
a porcentagem encontrada na presente pesquisa foi mais baixa, de 1,04%. No entanto,
no estudo de McLean et al.>®, 277 amostras de liquido amnidtico foram analisadas por
PCR para a detecgdo de adenovirus, CMV, HSV e parvovirus B19, e nenhum caso
positivo foi encontrado. Desta forma, a porcentagem encontrada no presente estudo se
encontra em faixa intermediaria se considerarmos os trés estudos ora descritos.

Dentre os casos do grupo controle tivemos uma amplificagdo positiva para
adenovirus em gestante com idade avancada, tendo sido indicada a amniocentese para
a realizacdo do cariotipo, que foi normal. Esta gestante ndo apresentava outras
alteracdes, a triagem soroldgica do pré-natal ndo era indicativa de infeccdo, porém, a
sorologia para adenovirus ndo é realizada rotineiramente. Além disso, existem estudos
associando o encontro de adenovirus por PCR a gestacGes com desfecho normal, como
parece ter acontecido neste caso*:#2,

A outra gestante que teve multiplex-nested-PCR positiva no grupo controle
também realizou amniocentese devido a idade avancada, para realizacdo do cariotipo.
A ultrassonografia fetal mostrou aumento da translucéncia nucal, alterag&o raramente
associada a feto com caridtipo normal’®. De fato, o caridtipo fetal revelou trissomia do
cromossomo 21 (sindrome de Down) e a multiplex-nested-PCR amplificou DNA de
T. gondii. Este ndo é o primeiro caso na literatura associando toxoplasmose congénita
a sindrome de Down. Yamakawa et al.” relataram o caso de um lactente apresentando
uma apresentacdo clinica bastante atipica associando sindrome de Down,
toxoplasmose congénita e diabetes insipidus. Hidrocefalia fetal foi detectada na
ultrassonografia realizada na 362 semana de gestacdo. O parto foi prematuro, o recém-
nascido apresentava baixo peso ao nascimento, além rash cutaneo, petéquias em face
e caracteristicas clinicas compativeis com sindrome de Down. O recém-nascido

desenvolveu diabetes insipidus, seguido de pneumonia intersticial, anemia e
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hepatoesplenomegalia. Com 37 dias de apresentava sorologia com IgM negativo anti-
T. gondii, porém o liquido cefalorraquidiano colhido no mesmo dia foi positivo por
PCR (deteccdo do gene SAG1 de T. gondii). Este foi o primeiro caso associando a
sindrome de Down & toxoplasmose congeénita.

Em 1979, Il'inskikh et al.® discutiram o papel de T. gondii na génese de
doencas cromossdmicas em seres humanos e em animais. Laziuk et al.®! ja haviam
relacionado a toxoplasmose congénita a um outro caso de trissomia, desta vez a do
cromossomo 13 (sindrome de Patau), e Von Graefes® em um estudo ainda mais antigo,
levantou a hipdtese do Toxoplasma gondii poder atuar como agente mutagénico. Mais
recentemente, Morava et al.® descreveram o caso de feto portador de mosaicismo e
trissomia do cromossomo 8 em gestante que contraiu toxoplasmose na gestacao.
Também é digno de nota o fato de existirem, neste momento, mais de 150 publicagdes
médicas associando principalmente casos de toxoplasmose congénita, mas também de
toxoplasmose adquirida na infancia e menos frequentemente em idade adulta a
doencas mentais, sobretudo a esquizofrenia®.

Com relagio ao aumento da translucéncia nucal, Maymon et al.”® relataram que
0 numero de fetos com translucéncia nucal aumentada e cariétipo normal é pequeno.
Nestes casos, € imperativo que se pesquise malformacgdes fetais por meio de
ultrassonografia morfoldgica fetal de alta resolucéo associada a ecocardiografia fetal.
Mais recentemente, GoetzI®® analisou outras condi¢bes associadas a fetos com
translucéncia nucal aumentada, e encontrou um nimero aumentado de abortos, 6bitos
fetais, crescimento intrauterino restrito < percentil 5, malformacdes cardiacas fetais,
pré-eclampsia, parto prematuro, natimortos e casos de infeccdo congénita,
especialmente as causadas por parvovirus, CMV e T. gondii, geralmente associados a

hidropsia fetal.
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7 CONCLUSOES

No presente estudo foi possivel padronizar um sistema de deteccdo molecular
do tipo multiplex-nested-PCR para a deteccdo simultdnea de sete patdgenos que
possuem DNA no genoma, a saber: CMV, HSV, VZV, EBV, parvovirus B19,
adenovirus e Toxoplasma gondii.

O teste de casos suspeitos de infec¢do congénita e casos controle nos permitiu
validar a multiplex-nested-PCR, tendo sido os produtos de amplificacdo submetidos a
sequenciamento automatizado, com confirmacdo do patdgeno identificado na
multiplex-nested-PCR.

Foram detectados 57 casos positivos no grupo de estudo (38,8%), e a andlise
dos prontuérios revelou que a multiplex-nested-PCR seria capaz de identificar nimero
quase seis vezes maior de casos de infeccdo congénita, em relacdo aos testes
rotineiramente realizados nos dois centros de referéncia que participaram do estudo.
Foi encontrada maior frequéncia relativa de T. gondii, seguida de CMV. O encontro
de menos casos de CMV em relacdo aos dados da literatura deve estar relacionado ao
fato da sorologia para CMV nao fazer parte do rastreamento soroldgico de todos 0s
centros obstétricos. No grupo controle foram detectados dois casos positivos (1,03%),
porcentagem relativamente baixa, tendo sido um dos casos positivo para adenovirus
em feto com caridtipo normal, e o outro caso positivo para T. gondii, em feto com

sindrome de Down.
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8 PERSPECTIVAS

Devido a impossibilidade de se diagnosticar infecgdes congénitas com base
apenas em dados clinicos, laboratoriais, ultrassonogréaficos e soroldgicos, uma vez que
haveria necessidade de se realizar um nimero enorme de sorologias, algumas delas
ndo disponiveis mesmo em centros de atendimento terciério da cidade de S&o Paulo, a
realizacdo de uma multiplex-nested-PCR capaz de detectar muitos microrganismos em
um unico teste constituiria a solu¢do de melhor custo-efetividade para se chegar ao
diagnostico, além de propiciar muitas amplificacbes com pequena quantidade de
DNA/ RNA, considerando que a extracdo de acidos nucleicos a partir de amostras de
liquido amnidtico possui rendimento muito baixo. Pretendemos a seguir implantar sete
amplificacbes em tempo real, correspondendo a cada um dos sete patdgenos que
fizeram parte desta pesquisa, para substituir os sequenciamentos automatizados dos
produtos amplificados pela multiplex-nested-PCR. Desta forma ganharemos tempo e
havera reducdo de custo, com manuten¢do do nivel de sensibilidade. Desta forma o
teste estara pronto para ser implantado na rotina diagnostica.

Além disso, pretendemos padronizar uma outra multiplex-nested-RT-PCR para
a deteccdo de RNA virus: rubéola, caxumba, enterovirus (enterovirus propriamente
ditos, poliovirus, echovirus e coxsackie virus) e arbovirus (dengue, chikungunya e zika
virus). O zika virus foi recentemente associado a fetos e recém-nascidos com
microcefalia, sendo possivel detecta-lo por RT-PCR em liquido amniotico, assim

como em amostras de recém-nascidos (sangue, soro e liquido cefalorraquidiano).
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ANEXO 1 - APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA E PESQUISA

L= Hospital das Clinicas da FMUSP
masIes = ~ CAPPesq '
Ao

Depariamento de Obstetricia e Ginecologia

A Comissdo de Efica para Andlise de Projetos de
Pesquisa-CAPPesq da Diretoria Clinica do. Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de SGo Paulo, APROVOU na
sessdo datada de 09.11.11 a execugdo -do subprojeto infitulado
“DESENVOLVIMENTO DE UM MULTIPLEX-NESTED-PCR E UM MULTIPLEX-NESTED-
RT-PCR PARA A DETECCAO DOS PRINCIPAIS PATOGENOS CAUSADORES DE
INFECCOES CONGENITAS", que serd fese de doutorado da aluna LIDIA
YAMAMOTO, tendo como orientadora a PROFa. DRa. THELMA SUELY OKAY.

O referido projeto foz parte do Profocolo de Pesquisa
n° 0116/10, infitulado “Desenvoivimento de mélodos moleculares para a
deteccdo dos paildégenos mais comuns em infeccSes congénitas no
Servico de Obstefricia do Hospital das Clinicas da Facuidade de Medicina
da Universidade de Sd@o Paulo”, aprovado por esta CAPPesq em 26.05.10.

* CAPPesq, 11 de Novembrode 2011.

L3 Xs

PROF. DR. EUCUDES AYRES DE CASTILHO
Coordenador
Comissdo de Elica para Andiise de
Projefos de Pesquisa - CAPPesq

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administrac#o - 5° andar - CEP 05403-010 - S&o Paulo - SP.
Fone: 55 11 3089-6442 ramais 16, 17, 18 e 20 - e-mail: cappesq@hcnet usp.br :
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ANEXO 2 - APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA E PESQUISA

ree Hospital das Clinicas da FMUSP
Lb Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
CAPPesq

N° Protocolo: 0116/10
Titulo: DESENVOLVIMENTO DE METODOS MOLECULARES PARA A DETECCAO DOS
PATOGENOS MAIS COMUNS EM INFECCOES CONGENITAS NO SERVICO DE
OBSTETRICIA DO HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO.
Pesquisador Responsdvel: Dra Joelma Queiroz Andrade, Dra Thelma Suely Okay
Pesquisador Executante: Vagner Oliveira Carvalho, Liia Targa, Paulo Tadashi
Shimokawa, Antonio Walter Ferreira, Antonio Gomes de Amorim Filho, Adolfo Liao,
Marcelo Zugaib
Finalidade Académica: Mestrado
Departamento: OBSTETRICIA E GINECOLOGIA

A Comiss@o de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo, APROVOU / TOMOU CIENCIA na sessdo datada de
09/11/2011, do(s) documento(s) abaixo mencionado(s):

o Carta datada de 19/09/2011 - Relatério parcial;

« Troca de pesquisador executante para Lidia Yamamoto;

e Alteragdo de ftitulo para Desenvolvimento de um multiplex-PCR e um
multiplex-nested-RT-PCR para a detecgdo dos principios patégenos de
infeccGes congénitas.

A CAPPesq em obediéncia & Resolugdo CNS 196/96, solicita ao
pesquisador (a) s elaboragdo de relatério parcial e final.
No caso de relatdrio parcial € necessdrio informar o tempo previsto
para a conclusdo do protocolo e breve resumo dos resultados obtidos.
CAPPesq, 09 de Novembro de 2011

\ Pg?

EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Coordenador

Comiss@o de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq

\

PROF. DR.

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administrac&o - 5° andar - CEP 05403-010 - S&o Paulo - SP
Fone: 55 11 3069-6442 ramais 16, 17, 18 e 20 - e-mail: cappesa@hcnet.usp.br
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