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RESUMO

Placenta ¢ um 6rgao transitorio que funciona como sistema de transporte de substancias da mae
para o feto. A placentacdo remodela a circulagdo sanguinea materna, havendo contato direto
com a placenta, expondo o feto a possiveis patdgenos maternos. As infecgdes congénitas sao
uma importante causa de morte em todo o mundo, e durante a pandemia causada por SARS-
CoV-2, estudou-se a possibilidade de uma infec¢ao viral congénita em virtude da consideravel
expressdao génica dos receptores e mediadores celulares para SARS-CoV-2 em varias regides
da placenta. Como a placenta forma uma barreira entre os compartimentos fetais € maternos
durante a gravidez, o corddo umbilical ¢ a provéavel via de infec¢do materno-fetal de Treponema
pallidum (TP), ocorrendo cerca de 661 mil casos de sifilis congénita mundialmente. Outro
patdgeno cuja colonizagdo pode predispor tanto a mae, quanto o feto a potenciais efeitos
adversos € Streptococcus agalactiae (GBS), sendo uma das principais causas de parto
prematuro induzido mundialmente. Nesse cenario, o trabalho visou padronizar uma abordagem
molecular para pesquisa de SARS-CoV-2, TP e GBS em amostras de tecido placentario. Para
isso, foram analisadas 113 placentas provenientes de mulheres com infec¢do por SARS-CoV-
2 no momento do parto. A extracdo do material genético do tecido placentario foi realizada
utilizando kits comerciais enquanto a amplificagdo foi realizada por RT-qPCR utilizando o kit
Allplex™ SARS-CoV-2 Assay e q-PCR utilizando o kit Allplex™ Genital Ulcer Assay, que pode
detectar até sete patdgenos causadores de ulceras genitais (Citomegalovirus, Haemophilus
ducreyi, Herpes-virus simples tipo 1, Herpes-virus simples tipo 2, TP, Virus varicela-zoster e
Chlamydia trachomatis (L1-L3) - causadora de lymphogranuloma venereum) e por PCR
convencional para o gene cfb de GBS. Seis amostras foram positivas para SARS-CoV-2
(5,66%); uma amostra positiva para Haemophilus ducreyi (0,91%), e nenhuma positiva para
TP e GBS. Visto os resultados do presente estudo, pode-se inferir que, para a detec¢do de uma
possivel infeccdo materno-fetal por SARS-CoV-2 a placenta humana demonstra ser uma
amostra bioldgica com um bom potencial para a pesquisa do patdogeno. Mais estudos sdo
necessarios para avaliar a presenga de TP no tecido placentario e correlacionar com a sorologia
da gestante durante o primeiro e terceiro trimestre de gesta¢do; bem como a presenca de GBS
na placenta com o resultado de swab vaginal de rastreio durante as 36° e 37* semanas de
gestacao.

Palavras-chave: Placenta, SARS-CoV-2, Treponema pallidum, Streptococcus agalactiae.



ABSTRACT

Placenta is a transitory organ functioning as a transport system for substances from mother to
fetus. Placentation remodels maternal blood circulation, and exposes the fetus to possible
maternal pathogens. Congenital infections are a major cause of death worldwide, and during
the SARS-CoV-2 pandemic, many studies investigated the possibility of congenital viral
infection due to considerable gene expression of the viral receptors and cellular mediators for
SARS-CoV-2 in various regions of the transitory organ. Given that the placenta creates a barrier
between fetal and maternal compartments during pregnancy, the umbilical cord is likely a route
for maternal-fetal infection by Treponema pallidum (TP), with approximately 661.000 cases of
congenital syphilis worldwide. Another pathogen that can predispose both mother and child to
potential adverse effects is Streptococcus agalactiae (GBS), which is one of the main causes of
induced premature labor worldwide. In this scenario, this study aimed to standardize the
molecular approach to identify SARS-CoV-2, TP, and GBS in placental tissue samples. For
that, 110 placentas of patients infected by SARS-CoV-2 at the time of birth were analyzed.
Extraction of genetic material from placental tissue was carried out using commercial kits
while amplification was performed by RT-qPCR using Allplex™ SARS-COV-2 Assay and
gPCR using Allplex™ Genital Ulcer Assay kits, which can detect up to seven pathogens
responsible for causing genital ulcers (Cytomegalovirus, Haemophilus ducreyi, Herpes simplex
virus type 1, Herpes simplex virus type 2, TP, Varicella zoster virus and Chlamydia trachomatis
- which causes lymphogranuloma venereum), and by conventional PCR for GBS c¢fb gene. Six
samples were positive for SARS-CoV-2 (5,66%); one placenta was positive for Haemophilus
ducreyi (0,91%); and GBS was not positive. Thus, it can be inferred that, for detection of a
possible maternal-fetal infection by SARS-CoV-2 the human placenta proves to be a biological
sample with good potential for identification of pathogens. More research needs to be done to
assess the presence of TP in placental tissue and correlate with serology of the patient during
the first and third trimester of pregnancy; as well as the presence of GBS given the result of
swab screening during the 36th and 37th week of gestation.

Keywords: Placenta, SARS-CoV-2, Treponema pallidum, Streptococcus agalactiae.
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1 INTRODUCAO

A placenta ¢ um 6rgdo materno fetal transitério constituido por uma porgao fetal
originada do saco coridnico € uma por¢do materna originada da decidua, e funciona como um
sistema de transporte de substancias da mae para o feto e vice e versa, fazendo com que a
placenta desempenhe um papel fundamental na satde e bem-estar materno-fetal (Cindrova-
Davies; Sferruzzi-Perri, 2022). Proximo ao 10° dia da gestacdo a circulagao ttero-placentaria ¢
estabelecida, sendo que a placentacao remodela a circulagao sanguinea da mae e a placenta
torna-se hemocorial, ou seja, haverd contato direto entre o sangue materno e a placenta,
expondo o feto a nutrientes, mas também a possiveis patdgenos presentes na circulacdo materna
(Moore; Persaud, 2008; Roberts; Myatt, 2015).

Na pratica clinica a placenta comumente nao ¢ tida como um instrumento de pesquisa e
diagnostico, no entanto, as infecgdes congénitas sdo uma importante causa de morte em todo o
mundo, podendo ser explorada como instrumento de anélise laboratorial placentaria visando a
identificacao de patdgenos (Costa, 2022). Durante a pandemia causada por SARS-CoV-2,
estudou-se a possibilidade de que ocorresse infeccdo congénita pelo virus em virtude da
expressdo dos receptores envolvidos na entrada viral na célula em varios compartimentos da
placenta (Patel et al., 2017).

Como a placenta humana forma a primeira barreira entre os compartimentos fetais e
maternos durante a gravidez, o cordao umbilical ¢ a provavel via de infeccado materno-fetal de
alguns patogenos, como de Treponema pallidum, causador da sifilis, doenga que pode ser
congénita. Ja a colonizagdo vaginal materna predispde tanto a mae quanto o feto a potenciais
efeitos adversos, sendo Streptococcus agalactiae um potencial patégeno invasivo na interface
materno-fetal (Brokam et al., 2021).

O presente trabalho apresenta a placenta como uma amostra bioldgica capaz de auxiliar
no diagnoéstico e compreensdo de doengas congénitas. Considerando a riqueza e raridade do
material coletado, foi feita a pesquisa de SARS-CoV-2, Treponema pallidum e Streptococcus
agalactiae, microrganismos relacionados a importantes infecgdes que podem acometer o
concepto. Este trabalho teve como objetivos padronizar o manejo e a testagem molecular de
amostras placentarias, visando selecionar as melhores metodologias a serem executadas para a
extracdo de 4cidos nucleicos, e posterior pesquisa de SARS-CoV-2, Treponema pallidum e
Streptococcus agalactiae pela metodologia de reacao em cadeia da polimerase (PCR, do inglés

Polymerase Chain Reaction).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLACENTA

A placenta ¢ um 6rgdo materno-fetal transitorio constituido por uma porcao fetal
originada do saco coridnico, uma por¢ao materna originada da decidua - endométrio gravidico,
por¢ao funcional do endométrio que se separa do ttero apods o parto (Moore; Persaud, 2008).
Juntamente com o cordao umbilical, o 6rgdo funciona como um sistema de transporte de
substancias da mae para o feto e vice e versa. Por meio dessa comunicacao, nutrientes, oxigénio,
eletrolitos e anticorpos migram do sangue materno ao fetal (Costa, 2022). Enquanto isso,
produtos de excrecao e didxido de carbono migram do sangue fetal ao materno (Moore;
Persaud, 2008), fazendo com que a placenta desempenhe um papel fundamental na saude e
bem-estar materno-fetal (Cindrova-Davies; Sferruzzi-Perri, 2022).

O desenvolvimento da placenta ocorre concomitante ao do embrido, e logo apds a
fertilizagdo o zigoto cliva-se nas trompas de falopio até originar a moérula. No utero, o préximo
estagio de desenvolvimento ¢ o blastocisto, formado por células externas denominadas
trofoblastos, que originam a placenta e as membranas fetais; e internas, os embrioblastos, que
originam o embrido (Roberts; Myatt, 2015). O processo de formacao da placenta requer uma
interacdo coordenada entre as linhagens celulares trofoblésticas e o endométrio materno visto
que a formacao da placenta inicia com a ligacdo do trofoectoderma polar do blastocisto ao
epitélio endometrial, levando a diferenciagao celular (Cindrova-Davies; Sferruzzi-Perri, 2022).

O trofoblasto se diferencia em duas camadas: a externa, chamada sinciciotrofoblasto,
que ¢ um tecido especializado responsavel por invadir o tecido conjuntivo endometrial e
implantar superficialmente o blastocisto, além de transportar gases, nutrientes e sintetizar
hormonios peptidicos e esteroides que regulam os sistemas placentério, fetal e materno; e a
camada interna, chamada de citotrofoblasto, que sdo células que permanecem nao fundidas e
sdo mitoticamente ativas (Roberts, Myatt, 2015; Moore, Persaud, 2008). Com o processo de
penetracao do sinciciotrofoblasto no endométrio ocorre a sua transformagdo em um tecido
especializado chamado decidua. Quando o sinciciotrofoblasto primario recobre todo o saco
gestacional, o estagio de implantagdo estard completo (Cindrova-Davies; Sferruzzi-Perri, 2022)

(Figura 1).
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Figura 1. Representacdo de um corte sagital de um utero gravido de 4 semanas.
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Fonte: Adaptada de Moore e Persaud, 2008.

Com a erosdo dos tecidos endometriais da decidua pelo sinciciotrofoblasto, ocorre o
aparecimento dos vacuolos os quais formam as lacunas, que sdo regides preenchidas com o
sangue materno, decorrentes dos vasos endometriais erodidos pelo sinciciotrofoblasto. Lacunas
adjacentes fundem-se e originam, aproximadamente no dia 10 da gestacao, as redes lacunares.
Por meio dessas redes lacunares, a circulagdo utero-placentaria ¢ estabelecida, dando origem
aos espagos intervilosos da placenta, onde o sangue oxigenado das artérias endometriais passa
para as lacunas e o sangue pobre em oxigénio ¢ removido pelas veias endometriais (Moore;
Persaud, 2008; Roberts; Myatt, 2015).

Ao final da segunda semana, uma camada de sinciciotrofoblasto com um nucleo de
citotrofoblasto desloca-se no espago lacunar, formando as vilosidades corionicas primarias.
Com a posterior ramificagdo das vilosidades e penetragdo no mesénquima, as vilosidades
coridnicas passam a ser secundarias e recobrem todo o saco corionico. As células mesenquimais

diferenciam-se em capilares e células sanguineas, que conectam-se aos vasos do corddo
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umbilical e do embrido, originando as vilosidades tercidrias (Moore; Persaud, 2008; Roberts;
Myatt, 2015).

Os capilares vilosos, por sua vez, se fundem e formam redes arteriocapilares, que se
conectam ao sistema cardiovascular do embrido. Dessa forma, ao fim da terceira semana, o
oxigénio e nutrientes do sangue materno do espacgo interviloso se difunde as vilosidades
terminais e penetram no sangue fetal, resultando nas trocas materno-fetal por meio de artérias
e veias endometriais (Moore; Persaud, 2008) (Figura 2). Sendo assim, a circulacdo sanguinea
da mae esta remodelada gragas a placentacdo e a placenta torna-se hemocorial, ou seja, havera
contato direto entre o sangue materno e a placenta, expondo, o feto a possiveis patdégenos

presentes na circulagdo materna (Arora et al., 2017).

Figura 2. Representagdo de corte transversal de uma placenta a termo’.
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Fonte: Adaptada de Moore e Persaud, 2008.

! Nota-se que as artérias umbilicais transportam sangue fetal pouco oxigenado (mostrado em azul) para a
placenta e que a veia umbilical transporta sangue oxigenado (mostrado em vermelho) para o feto.
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Com o crescimento do saco coridnico recoberto das vilosidades ¢ das ramificacdes
associadas a decidua, se origina uma regido arboriforme chamada de cérion viloso (Moore;
Persaud, 2008). Dessa forma, a decidua, rica em células imunes e irrigada com o sangue
materno, aparece como um ambiente que pode contribuir para a eliminagdo ou invasao do
patdgeno, dependendo dos fatores de viruléncia deste ou da resposta do hospedeiro (Brokaw et

al., 2021).

2.2 INTERACAO MATERNO-FETAL

Algumas proteinas sdo transferidas por meio da placenta, como os anticorpos
maternos, a exemplo da imunoglobulina G (IgG) que ¢ o anticorpo responsavel por conferir
imunidade passiva ao feto e posteriormente ao recém-nascido. Desde o inicio do segundo
trimestre gestacional, a concentrac¢ao de IgG no sangue fetal aumenta, apesar de a maioria dos
anticorpos serem adquiridos no terceiro trimestre. O IgG ¢ transportado por meio do
sinciciotrofoblasto pelo receptor Fc neonatal (FcRn - do inglés, neonatal Fc receptor) (Roberts;
Myatt, 2015).

Para garantir que o sistema imune da mae ndo rejeite o feto, ocorre uma mudanca de
imunidade materna, desde o inicio da gravidez, relacionada aos subgrupos dos linfocitos T
CD4: a predominancia passa do T helper 1 (Thl) para T helper 2 (Th2). O primeiro (Thl) ¢é
responsavel por uma resposta eficaz contra patogenos intracelulares, como os virus e bactérias,
e o segundo (Th2) por secretar interleucinas relacionadas a diferenciagao de linfocitos B. Sendo
assim, durante a gravidez, ocorre uma predisposicdo significativa da made a infecc¢des
respiratdrias virais com potenciais efeitos adversos para a mae e para o neonato (Gesaka;
Obimbo; Wanyoro, 2022).

Muitos microrganismos podem infectar a placenta por via transvaginal ascendente ou
por via hematogénica devido a uma violagdo na integridade da placenta ou nas respostas
imunes. As vias de infeccdo congénita incluem: (i) disseminagao célula a célula, envolvendo
c¢lulas imunes maternas infectadas e trofoblastos placentarios; (ii) transcitose de virions por
meio de receptores; (iil) microvasculatura endotelial materna irrigando trofoblastos
endovasculares fetais e (iv) como infec¢do transvaginal ascendente (Gesaka; Obimbo;
Wanyoro, 2022). Os principais patdgenos associados a transmissdo vertical sdo conhecidos pelo

acronimo “TORCH”, e incluem: Toxoplasma gondii, virus causador da rubéola (género
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Rubivirus, familia Togaviridae), Citomegalovirus (CMV), virus Herpes Simplex 1 e 2,

Treponema pallidum (TP), e mais recentemente, virus da Zika (ZIKV) (Arora et al., 2017).

2.3 DIAGNOSTICO EM TECIDO PLACENTARIO

Na pratica clinica a placenta comumente ndo ¢ tida como um instrumento de pesquisa
e diagndstico. Isso porque a placenta positiva para determinado patégeno nao significa infecgao
fetal, sendo necessario diagnosticar a patologia no feto. No entanto, as infecgdes congénitas sao
uma importante causa de morte em todo o mundo, podendo ser explorada como instrumento de
analise laboratorial visando a identificacdo de patdgenos (Costa, 2022). A exemplo da anélise
microscopica da placenta na infec¢do por CMV, com as classicas inclusdes oculares de coruja
e vilite cronica (Costa, 2022); da triade histoldgica de achados em placentas de pacientes com
sifilis congénita, que inclui as vilosidades aumentadas e hipercelulares, alteragdes vasculares
fetais proliferativas e vilite (Genest et al., 1996); além da visualizacdo do agente etiologico da
sifilis em campo escuro logo apos a coleta de amostras de placenta e cordao umbilical, tendo
uma sensibilidade de 74% a 86% (Brasil, 2006).

Atualmente no Brasil, o diagnostico de ZIKV pode ser realizado utilizando fragmento
de tecido placentario pelos laboratérios de referéncia da rede do Sistema Unico de Satde (SUS)
pela metodologia da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real com transcriptase reversa
(RT-gPCR - do inglés Reverse Transcriptase Quantitative Real Time Polymerase Chain
Reaction) (Brasil, 2016). Ainda, dentro dos exames de rotina do pré-natal, se tem a pesquisa de
sifilis a partir de teste rapido imunocromatografico (pesquisa a presenca de anticorpos anti-7.
pallidum, ou seja, um teste treponémico) e/ou VDRL (presenca de anticorpos
anticardiolipinico, ndo treponémico), juntamente com teste rapido imunocromatografico para
deteccao de HIV, sorologia para Hepatite B (HbsAg) e Toxoplasmose (IgM e IgG), e pesquisa
de estreptococos do grupo B (Brasil, 2012).

2.4 SARS-CoV-2

Coronavirus ¢ uma familia de virus com genoma de RNA senso positivo, envelopados
e responsaveis por ser a segunda principal causa de resfriado comum, sendo raramente
associados a doengas mais graves (OPAS, 2023). No entanto, o género Beta-coronavirus ja foi

associado a uma epidemia e uma pandemia, causadas respectivamente por Coronavirus da
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Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV - do inglés, Middle East Respiratory
Syndrome Coronavirus) e Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS-CoV -
do inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus). Nesse género encontra-se também
0 novo coronavirus, denominado Coronavirus 2 da Sindrome Respiratoria Aguda Grave
(SARS-CoV-2), identificado em dezembro de 2019 e responsavel por causar a doenga chamada
de COVID-19 (do inglés - Coronavirus Disease 2019) (Gesaka; Obimbo; Wanyoro, 2022). O
quadro causado pela infeccdo por SARS-CoV-2 reflete acometimento de multiplos 6rgaos e
sistemas, € sua transmissao ocorre principalmente por goticulas respiratérias infectadas, sendo
as vias fecal-oral e transmissdo vertical (possivelmente) vias secundarias (Gesaka; Obimbo;
Wanyoro, 2022). Ainda em janeiro de 2020, a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) declarou
o surto do novo coronavirus como uma Emergéncia de Saude Publica de Importancia
Internacional, sendo que dois meses depois, em marco, caracterizou a pandemia da COVID-19
(OPAS, 2023).

O receptor de SARS-CoV-2 presente na célula humana ¢ a Enzima Conversora de
Angiotensina 2 (ACE2), na qual a proteina de superficie viral Spike (S) liga-se, seguida pela
fusao viral com a membrana celular, ocasionada pela clivagem da proteina S pela agcdo de duas
vias possiveis: por meio de proteases do hospedeiro, chamadas (i) Serina Protease da Proteina
Transmembrana 2 (TMPRSS2); e (ii) catepsinas B e L; sendo que a principal via utilizada para
a clivagem da proteina S ocorre pela TMPRSS2, visto a sua maior taxa de sucesso de entrada
viral na célula (Benetti et al., 2020). Apos a fusdo com a membrana da célula hospedeira ocorre
a liberacado do RNA viral no meio intracelular, com consequente replicacdo, transcricao e
traducgdo das proteinas estruturais do virus, resultando na exocitose de novas particulas virais
(Beyerstedt; Casaro; Rangel, 2021; Hoffmann et al., 2020). Recentemente foi relatado que a
proteina S interage com a enzima dipeptidil peptidase-4 (DDP4) apds entrar nas vias aéreas,
funcionando como um fator para o tropismo e viruléncia do virus (Mota et al., 2021).

Estudos realizados com placentas provenientes de mulheres infectadas por SARS-CoV-
2 elucidaram a expressdo génica dos mediadores da entrada viral na célula em vérios
compartimentos da placenta, sendo que a ACE2 ¢ expressa no 6rgdo e esta envolvida com a
regulacao fisiologica da pressao arterial (Patel et al., 2017). A ACE2 placentaria responde
ativamente a infeccdo por SARS-CoV-2 e, posteriormente, isso resulta em uma
retroalimentagdo negativa, que pode levar a desregulagdo do Sistema Renina-Angiotensina
Aldosterona (SRAA), resultando em pressdo sanguinea materna elevada e vascularizagao

placentaria disfuncional. Como resultado, hd comorbidades associadas a infec¢ao na gravidez,
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como a pré-eclampsia (Verma et al., 2021). Ainda, a coexpressio DDP4 com TMPRSS2 e
furina podem levar a um aumento na permissividade da placenta a entrada do virus. Outro fator
que pode contribuir para a permeabilidade viral da placenta ¢ a lesdo isquémica sofrida durante
a infec¢ao por SARS-CoV-2 (Gesaka; Obimbo; Wanyoro, 2022).

Esses mediadores virais estdo correlacionados com os compartimentos placentarios

conforme o quadro a seguir (Quadro 1):

Quadro 1. Mediadores do virus SARS-CoV-2 conforme localizagdo placentaria e fungao.

Mediador Localiza¢io na placenta Funcio

Sinciciotrofoblasto, trofoblasto extraviloso,
citotrofoblasto, endotélio dos vasos sanguineos

ACE2 vilosos, células da decidua e corddo umbilical. Receptor alvo do virus.
E nos neutroéfilos e macrofagos maternos na regiao
vilosa.
Trofoblasto extraviloso, citotrofoblasto, Cliva a proteina S, permitindo a
TMPRSS2 o . o , \
sinciciotrofoblasto e células estromais vilosas. entrada do virus na célula.
. inciciotrofoblasto, trofoblasto extravil clula; . . ,
Catepsina L Sinciciotrofoblasto, tro qb 870 EXIavIIoso € CelUas | Outra via de clivagem da proteina S.
deciduais.
. . o . . R énci t
Furina Em todo o tecido placentario e nas células fetais. eduz a dependéncia de proteases

para a entrada do virus na célula.

Sinciciotrofoblasto, trofoblasto extraviloso e

DPP4 citotrofoblasto.

Aumenta a infectividade viral.

Fonte: Adaptado de Gesaka; Obimbo; Wanyoro, 2022.

2.5 Treponema pallidum

A sifilis ¢ uma das infec¢des sexualmente transmissiveis (IST) mais comuns no mundo
e a situagdo ¢ alarmante no Brasil e mundialmente. Estima-se que em 2020 ocorreram 7,1
milhdes de novos casos de sifilis em pessoas de 15 a 49 anos no mundo (WHO, 2021). Dados
publicados pela OMS, em 2016, mostram que havia aproximadamente 661 mil casos de sifilis
congénita mundialmente, tendo como resultado mais de 200 mil natimortos € mortes neonatais.
A sifilis ¢ considerada a segunda principal causa de morte fetal evitdvel no mundo, precedida
somente pela Malaria (OPAS, 2019). Em 2021, segundo o Ministério da Satude, o nimero de
casos de sifilis adquirida no Brasil era 167.523 casos e de sifilis congénita em menores de 1 ano
de idade eram 27.019 casos (Brasil, 2022c).

A transmissao de 7. pallidum (TP), agente etiologico da sifilis, ocorre por meio do
contato direto com uma lesdo causada pela infeccdo durante o ato sexual oral, vaginal e/ou anal

ou de maneira vertical, de mae para filho. Essas lesdes podem ser encontradas na regido do
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pénis, vagina, anus, reto, ldbios e boca (Brasil, 2019) e sdo ricas em TP, uma bactéria
espiroqueta (Figura 4) com elevada capacidade infectiva, dotada de mecanismos bioldgicos de
evasdo a resposta imune. TP ¢ um microrganismo fastidioso e de dificil cultivo,
impossibilitando sua identificagdo por meio de cultura por meio de métodos utilizados
convencionalmente. O diagndstico de sifilis pode ser realizado utilizando métodos diretos,
como a microscopia de campo escuro e testes de amplificacdo de 4cidos nucleicos (NAAT - do
inglés, Nucleic Acid Amplification Test), ou métodos imunoldgicos treponémicos € nao
treponémicos (Brasil, 2021).

A infec¢do tem inicio ap6s a inoculacdo de espiroquetas na mucosa ou na pele lesionada,
sendo que a ligacdo da bactéria com as células hospedeiras e com a matriz extracelular é o
primeiro passo para ocorrer a infec¢cao. Quando no hospedeiro, as bactérias se multiplicam e se
disseminam por meio dos vasos linfaticos e sanguineos, retornando ao local de inoculagao e
formando um cancro duro, caracterizando a sifilis primaria (Radolf et al., 2016). Quando a
sifilis ndo ¢ tratada precocemente, o patdogeno pode novamente se disseminar pela corrente
sanguinea, podendo acarretar diversas manifestagdes clinicas, como exantema generalizado e
linfadenopatia generalizada, caracterizando sifilis secundaria, e ap6s um periodo de laténcia
clinica de 10 a 30 anos, se ndo houver tratamento, ¢ possivel que ocorram complicagdes mais
severas no caso de sifilis terciaria (Hook, 2017).

Com a disseminac¢ao hematogénica, TP pode alcancar a placenta e infectar o feto, sendo
essa condicdo denominada de sifilis congénita. O quadro de sifilis congénita pode vir a causar
perda fetal ap6s o primeiro trimestre da gestacdo ou morte do feto ou neonato, além de
complica¢des como baixo peso corpdreo do bebé ao nascer, nascimento prematuro e aborto
(Bezerra et al., 2019). A transmissao vertical ocorre em qualquer etapa do desenvolvimento da
gestagdo, mas ha uma maior probabilidade de ocorrer durante a sifilis materna primaria
(Lafond; Lukehart, 2006). O diagndstico da sifilis congénita ¢ dificultado pela transferéncia
passiva de anticorpos maternos, por isso os testes treponémicos tém pouca importancia, no
entanto a sorologia simultanea do soro da mae e do bebé com testes ndo-treponémicos tem
muita importancia quando a amostra do bebé apresenta reatividade de dois titulos superiores
em relacdo a amostra materna (Brasil, 2006).

Para a escolha do tratamento de criangas com sifilis congénita leva-se em consideragao
o tratamento materno durante a gestacdo e dos titulos do teste ndo-treponémico, tanto materno
como da crianga. Para criangas assintomaticas, administragao de benzilpenicilina 50.000 Ul/kg,

intramuscular em dose tnica ¢ eficaz. Quando a sifilis congénita ¢ diagnosticada, a crianca pode
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ser tratada com benzilpenicilina procaina 50.000 Ul/kg, por via intramuscular, 1x/dia por 10
dias; ou com benzilpenicilina potassica 50.000 Ul/kg, por via intravenosa, de 12/12h (criangas
com menos de 1 semana de vida) ou 8/8h (com mais de 1 semana de vida) por 10 dias. Caso o
diagnostico ocorra ap6s 1 més de idade, administra-se benzilpenicilina potéassica 50.000 Ul/kg,
por via intravenosa, de 4/4h ou 6/6h por 10 dias (Brasil, 2022a).
Um estudo in vitro observou a aderéncia de TP com fibronectina, laminina, coldgeno
Ie IV, ouseja, com todos os componentes estruturais presentes em membranas basais e matrizes
extracelulares (Burgess et al., 1994). A presenga e distribuicdo dessas moléculas ocorre em
diferentes regides da placenta, como na decidua, no coérion e no &mnio (Bryant-Greenwood,
1998).
Visto que a placenta humana forma a primeira barreira entre os compartimentos fetais
e maternos, durante a gravidez, e que a ligagao entre o feto e aregido vilosa ¢ o cordao umbilical,
o torna a provavel via por onde a espiroqueta infecta o feto, conforme o estudo conduzido por
Schwartz e colaboradores (1995), os quais observaram que na anélise de 25 amostras de cordao
umbilical, 89% tiveram o agente etiolégico TP detectado por coloracdo de prata e

imunofluorescéncia (Figura 3).

Figura 3. Espiroquetas identificadas como T. pallidum em corddo umbilical utilizando colora¢do de prata.
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Fonte: Schwartz et al., 1995. -
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2.6 Streptococcus agalactiae

Também chamado de estreptococo do grupo B (GBS - do inglés Group B
Streptococcus), Streptococcus agalactiae € uma bactéria gram-positiva, beta-hemolitica e em
formato de cocos que se organizam em cadeias podendo colonizar o trato vaginal de forma
assintomatica. Entretanto, na gravidez, a colonizagdo vaginal predispde tanto a mae quanto o
feto a potenciais efeitos adversos, como aborto espontaneo, parto prematuro € natimorto,
tornando o GBS um potencial patdogeno invasivo na interface materno-fetal (Brokaw et al.,
2021). O feto e o recém-nascido sdo altamente suscetiveis a infec¢do pelo GBS, podendo levar
a quadros de sepse e meningite, com sequelas no sistema nervoso central e na fun¢ao pulmonar.
Enquanto na mae, a infec¢ao por GBS pode ocasionar quadros sépticos e endometriose pds
parto (Seale et al., 2017b; Hall et al., 2017), além de ser uma das principais causas de parto
prematuro induzido mundialmente. Dados de um estudo internacional apontaram que dos 140
milhdes de nascidos vivos em 2015, 20 milhdes de neonatos foram expostos a infec¢do por
GBS por via materna, além disso, ao menos 90.000 o6bitos infantis (com até 3 meses de idade),
57.000 infecgdes fetais ou natimortos e 3,5 milhdes de casos de parto prematuro foram
atribuidos ao GBS (Seale ef al., 2017a). Uma revisao sistemadtica da literatura constatou que
0,38 mulheres a cada 1.000 gestagcdes apresentam colonizacdo invasiva pelo GBS, com
sintomas como endocardite, hemorragia, pneumonia grave e morte materna (Hall ez at., 2017).

O Centro de Controle e Preven¢ao de Doengas (CDC - do inglés Centers for Disease
Control and Prevention) preconiza a triagem universal de todas as gestantes entre as semanas
36 e 37 de gestacdo, a partir da coleta de dois swabs: um vaginal e outro retal, ou um Unico
swab, sendo primeiro do sitio vaginal e depois retal, para cultura; como método alternativo ou
adicional, o laboratorio pode empregar metodologia molecular com uso de NAATs (ACOG,
2019). Em caso de detec¢ao de GBS, a gestante recebe profilaxia antimicrobiana intravenosa
intraparto, podendo ser utilizada preferencialmente penicilina (5.000.000U inicialmente e,
apos, 2.500.000U a cada 4 horas até o nascimento) ou ampicilina (2 g inicialmente e, apds, 1 g
a cada 4 horas até o nascimento) (CDC, 2022).

O genoma de GBS codifica adesinas e invasinas de superficie que interagem com o
epitélio do hospedeiro, promovendo a infec¢cdo. Algumas dessas proteinas, como a BspA, BspB
e CEACAM 1 e 5, estdo presentes no trato genital feminino inferior e no utero, promovendo a

adesdo cervicovagial da bactéria. Quando aderida, a bactéria promove a perda da funcao da
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barreira epitelial vaginal usando dessas proteinas para interagir com as células e estimular a
esfoliacdo vaginal (Brokaw et al., 2021).

A ascensao de GBS no trato vaginal exige uma interacgao transitoria com o colo do utero,
o qual ¢ protegido pelo tampao muco cervical. O tampao funciona como barreira entre o colo
do utero e o trato genital inferior, além de ser composto por substancias antimicrobianas. No
entanto, alteracdes podem ser induzidas pela microbiota vaginal disbidtica, resultando em
infecc¢des uterinas que podem induzir o parto prematuro (Brokaw et al., 2021). Apos atravessar
o colo do tutero, o patdgeno encontra a decidua materna e as membranas corioamnioticas, onde
consegue trafegar para o liquido amnidtico e se adaptar ao novo ambiente. Por meio de
alteragdes transcricionais, o estreptococo remodela seu metabolismo de aminoacidos e
carboidratos, provendo suas necessidades nutricionais e possibilitando a infecgdo e colonizagao

do feto (Brokaw et al., 2021).

2.7 METODOLOGIAS MOLECULARES

2.7.1 Extracao de material genético de tecido

A extracao e purificacdo de acidos nucleicos de patogenos (bactérias, virus, fungos,
tecidos animais e vegetais) ou de amostras clinicas, sdo etapas criticas para obter alta eficiéncia
de amplificacdo na Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR - do inglé€s Polymerase Chain
Reaction), um dos métodos do procedimento NAATSs. A extragdo inclui dois procedimentos
basicos: lise celular e purificagdo do material genético. Apos a lise das células presentes na
amostra com adi¢ao de um reagente que provoca a desnaturacao proteica, o material genético
(DNA/RNA) deve ser isolado das proteinas e dos restos celulares por adi¢do de um reagente
com pH igual ou superior a 7,0 - ocorrendo a separagdo em fase organica e fase aquosa (a qual
esta presente o material genético) (Sambroock; Russell, 2001). Essa purificagdo também pode
ocorrer por coluna de silica ou beads magnéticas. O &cido nucleico ¢ precipitado e ressuspenso
em agua livre de DNase/RNase ou solucao-tampao padronizada para cada caso. Os produtos de
extragdo podem ser submetidos a processos de concentragdo, a fim de se obter melhores
rendimentos (Oliveira et al., 2007).

Uma etapa anterior a lise deve ser empregada para amostras de tecido: a digestao. O
processo envolve a fragmentacao e digestdo enzimatica das proteinas do tecido. Para a

fragmentacdo, pode-se utilizar processos manuais, como cortar o tecido com bisturi e macerar,
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ou submeter a congelamento em nitrogénio liquido e pulverizagdo com bastdo. Para digestao,
adiciona-se o tecido em um tubo com tampao de digestdo (contendo proteina de digestdo) e se
incuba em temperatura préxima a 50°C (para atividade 6tima da proteina) até que a amostra
apresente aspecto viscoso (Sambroock; Russell, 2001; Oliveira et al., 2007). Existem diversos
protocolos disponiveis para auxiliar na extragdo do material genético (cada protocolo pode
variar dependendo da amostra empregada e do objetivo de pesquisa) com opgdes tanto
comerciais como in house, desenvolvidos e padronizados conforme cada laboratorio (Silva,
2017).

A extragdo pode ser avaliada quanto a concentracdo e pureza por meio da andlise de
absorbancia (A) em espectrofotometria. O material genético absorve luz no comprimento de
onda de 260 nm e as proteinas em 280 nm. Portanto, a relagao de Azs0/A2s0 € um dos parametros
para avaliar a qualidade do material genético extraido. Esta relagao quando entre 1,8 e 2,0 indica
boa pureza, sendo que valores inferiores a 1,8 indicam uma possivel contaminagdo com
proteinas (Sambroock; Russell, 2001; Oliveira et al., 2007). Reagentes comuns na etapa de
extracdo absorvem luz no comprimento de 230 nm, como isotiocianato de guanidina e fenol.
Portanto a relacdo Aze0/A230 € um parametro secundario para avaliar a pureza do produto de
extracdo. Valores inferiores a 2,0 indicam a presenca desses contaminantes organicos

(Thermofisher, 2023).

2.7.2 Reac¢ao em cadeia da polimerase

O desenvolvimento da técnica de PCR ampliou perspectivas no diagnostico de doengas
infecciosas, medicina forense, testes de identificagdo genética e controle de qualidade
industrial. O principio do método possibilita amplificar moléculas de DNA e cDNA (DNA
complementar), de forma rapida e especifica, a partir de quantidades minimas de amostras
(Zaha; Ferreira; Passaglia, 2012; Oliveira et al., 2007).

A PCR permite a amplificacdo de segmentos definidos de DNA/cDNA, chamados de
sequéncia-alvo. Quando a amostra de trabalho for RNA, ocorre a transcri¢ao reversa de RNA
em cDNA pela enzima transcriptase reversa, e a partir das moléculas complementares ¢
realizada a PCR (Zaha; Ferreira; Passaglia, 2012). As reagdes contém a sequéncia-alvo, uma
DNA-polimerase, dois oligonucleotideos iniciadores, desoxiribonucleotideos trifosfato
(dNTPs), tampao para a reagao e cloreto de magnésio (MgClz) (Sambroock; Russell, 2001). Um

microtubo (livre de DNAse e RNAse) com todos os componentes da reagdo ¢ colocado em um
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termociclador, um equipamento que permite o aquecimento e resfriamento rapidos (de forma
controlada e precisa) da amostra e programado para fazer os ciclos de temperaturas em tempos
pré-estabelecidos, normalmente incluindo as etapas de desnaturacao do DNA-alvo (~94°C),
pareamento do iniciador a sequéncia alvo (45°C-65°C), a depender da sequéncia do iniciador e
extensdo (68°C-72°C) de uma nova fita de DNA, quantificando o numero de cépias do produto
a cada ciclo do protocolo de ciclagem (Zaha; Ferreira; Passaglia, 2012).

Um avanco importante na técnica de PCR foi o advento de metodologias que
permitiram acompanhar a amplificacio do DNA/cDNA durante todo o processo de ciclagem,
com a presenga de um método capaz de detectar o acimulo dos produtos da transcricdo e um
termociclador capaz de registrar os resultados a cada ciclo (Zaha; Ferreira; Passaglia, 2012).
Atualmente, a PCR em tempo real (QPCR - do inglés Quantitative Polymerase Chain Reaction)
¢ considerada padrao ouro para o diagnostico molecular clinico de SARS-CoV-2, segundo a
Agéncia Nacional de Saude Suplementar (Brasil, 2022b). Devido a crescente demanda de
técnicas moleculares, novas tecnologias vém surgindo no mercado visando aumentar a
sensibilidade e eficiéncia das reagdes (Chun, 2012). Como exemplo disso, foi desenvolvida a
tecnologia MuDT™, que possibilita a detecgdo de multiplos alvos em um unico leitor sem
analise de curva de dissociagdo. Esta plataforma ¢ combinada com as tecnologias DPO™ e
TOCE™. A tecnologia TOCE™ possui trés componentes chaves: pares de iniciadores DPO™,

Pitchers e Catchers (Lee, 2012) (Figura 4).

Figura 4. Estrutura DPO™, Pitchers e Catchers.

Catcher

Fonte: Adaptado de Seegene, 2023.

Os pares de iniciadores DPO™ aumentam a especificidade da reacdo com a dupla
ligacdo ao alvo, sendo compostos por duas porgdes iniciadoras: a por¢ao 5', chamada de
estabilizadora, sendo responsavel pelo pareamento estavel na fita alvo; e a por¢ao 3', chamada
de determinante, e responsavel pela extensao alvo especifico. A ligacdo inicial ocorre na por¢ao
estabilizadora, enquanto a extensdo da fita complementar ¢ controlada pelo pareamento da

porcao determinante. Entre elas, hé a por¢ao /inker, que funciona como um obstaculo de “mau
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pareamento”, ou seja, caso uma das por¢des ndo esteja pareada, o linker impede a extensdo.
Assim, ambas as por¢des precisam ligar-se ao DNA alvo, como estratégia de evitar a
amplificacao de alvos nao-especificos (Chun et al, 2007). O pitcher ¢ um oligonucleotideo de
fita simples composto por uma por¢ao de marcagdo complementar ao catcher € uma porgao que
pareia especificamente com a regido alvo de interesse. J4 o catcher ¢ um molde artificial
independente do sitio-alvo duplamente marcado por um repdrter fluorescente e um quencher,
que ¢ uma substancia responsavel por absorver a fluorescéncia, cuja conformagao permite a
proximidade de ambas as porg¢oes (Lee, 2012).

A reagdo inicia com o pareamento dos iniciadores DPO™ senso e antissenso, €
pareamento do pitcher ao alvo, seguido da extensdo pela enzima Taq DNA polimerase - que
pela sua atividade 5'-nuclease - cliva o pitcher, liberando a por¢ao de marcagdo. Esta porcao se
hibridiza ao catcher, funcionando como iniciador do catcher, induz a sua extensdo e leva a
criacdo do duplex catcher, causando o distanciamento entre o fluor6éforo e o quencher (uma vez
que estd em sua conformacado linear), resultando na geracdo de um sinal fluorescente (Lee,
2012) (Figura 5). O C(t) (do inglés, threshold cycle) ¢ o numero de ciclos necessarios para
amplificar o alvo, ou seja, o ponto de interseccdo entre a curva sigmoidal da fluorescéncia com

a linha limite (Penney et al., 2022).

Figura 5. Esquema do ensaio de clivagem e extensdo de oligonucleotideos de marcagdo (TOCE™).
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Fonte: Adaptado do Lee, 2012.
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Como catchers tém diferentes perfis de temperatura de melting (Tm - do inglés melting
temperature), a intensidade dos sinais de fluorescéncia dos alvos pode ser verificada
controlando as temperaturas de detec¢do pela tecnologia de andlise de dados MuDT™
(Seegene®), permitindo com que os alvos sejam distinguidos uns dos outros sem a analise da
curva de dissociagdo e possibilitando a deteccdo e quantificagdo simultanea de multiplos
patogenos (Lee et al, 2014). Os perfis de Tm representam a temperatura em que 50% do DNA
esta na conformacao de fita dupla e 50% em fita simples. Por esta razao, distinguem-se pelas
diferentes sequéncias e quantidades de nucleotideos que apresentam e pela porcentagem de
bases nitrogenadas citosina e guanina na estrutura - visto que interagem por ligagdes triplas de

hidrogénio, necessitando de maior energia para se romperem (Zaha; Ferreira; Passaglia, 2012).



32

3 JUSTIFICATIVA

Na pratica clinica, a placenta humana normalmente ndo ¢ utilizada como um
instrumento de pesquisa e diagnoéstico e € descartada logo apos o parto. No entanto, revisar seu
aspecto geral e realizar uma analise morfolégica e molecular pode auxiliar na compreensao de
complicacdes materno-fetais e neonatais. Durante o inicio da pandemia por SARS-CoV-2,
pouco se sabia do impacto da infecgdo materna sobre a satde fetal e se o virus passaria pela
placenta infectando o embrido ou o feto. No meio do cendrio pandémico, ainda coberto de
duvidas, as placentas deste estudo foram coletadas para se fazer uma analise morfoldgica por
estudo anatomopatoldgico (macro e micro anatomia) e detecgdo de SARS-CoV-2 por biologia
molecular. Inicialmente, o estudo foi pensado para investigar apenas a presenga de material
genético de SARS-CoV-2. Posteriormente, considerando a riqueza e raridade do material
coletado, foi expandido para incluir a pesquisa de Treponema pallidum e GBS, microrganismos
relacionados & importantes infeccdes que podem acometer o concepto. O presente estudo
pretendeu avaliar a melhor abordagem para utilizar a placenta como uma amostra bioldgica
capaz de auxiliar no diagnodstico de possiveis infeccdes congénitas (transmissao vertical),

justificando a necessidade em padronizar o manejo do tecido.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar uma abordagem molecular para pesquisa e diagnostico de patdogenos em
amostras de tecido placentario humano no Laboratorio de Biologia Molecular, Microbiologia e
Sorologia, do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal de Santa Catarina

(LBMMS/CCS/UFSC).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Selecionar os melhores métodos de extracao para RNA do tecido placentario.
Avaliar um método de extragdo comercial para DNA do tecido placentario.
Pesquisar a presenca de material genético de SARS-CoV-2, Treponema pallidum e

Streptococcus agalactiae em amostra de tecido placentario.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 LOCAL DE ESTUDO E AMOSTRAGEM

O estudo foi realizado no LBMMS/CCS/UFSC localizado no Hospital Universitario
Polydoro Ernani de Sao Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina
(HU/UFSC/EBSERH). Ao todo, 113 fragmentos de placentas acondicionadas em frascos de
50mL estéreis encaminhadas por pesquisadores do Hospital Universitario Cassiano Antonio
Moraes-HUCAM, da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), foram utilizadas neste
estudo, das quais 27 contém um agente estabilizador de RNA (RNAlater). Essas amostras foram
coletadas de gestantes comprovadamente infectadas por SARS-CoV-2 e com quadros de
COVID-19 grave, da regidao metropolitana de Vitoria - ES, entre agosto de 2020 e marco de
2021 e sdo oriundas do projeto intitulado “Desfechos perinatais e avaliacdo placentaria quanto
a presenca do virus em gestantes infectadas pelo SARS-CoV-2” aprovado em comité de ética
sob nimero CAAE: 36083220.6.0000.5071 e transportadas ao LBMMS em gelo seco. Todas
as gestantes concordaram em participar do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE). As amostras foram enviadas para o LBMMS congeladas e transportadas
em gelo seco por empresa especializada em transporte de amostras biologicas. Apds o
recebimento as amostras foram desvinculadas de qualquer identificacdo e armazenadas em

ultrafreezer (a menos 80°C) até o processo de extragao.

Figura 6. Foto de fragmento de placenta que veio acondicionado em frasco estéril.
T oEN  Eraeam

Fonte: Autora.



35

5.2 EXTRACAO DO MATERIAL GENETICO

5.2.1 Preparacao das amostras

Para o processo de descongelamento, as placentas foram transferidas do ultrafreezer
para geladeira (2°C - 8°C) por 12 horas. Posteriormente foram seccionadas em 3 fragmentos de
cerca de 30 mg de tecido, com auxilio de bisturi e em cabine de seguranca bioldgica nivel II.
Apo6s seccionadas, elas foram transferidas para dois tubos conicos de 15 mL e para um
microtubo de 1,5 mL (Figura 7). As regides de seccdo foram preferencialmente selecionadas
proxima aos vasos placentarios, no entanto devido ao estado do fragmento de tecido nao foi

possivel identificar tal regido em todas as amostras.

Figura 7. Foto de um fragmento com cerca de 30 mg em microtubo de 1,5 mL.

Fonte: Autora.

5.2.2 Extracao do RNA

Utilizando a amostra colocada nos tubos conicos de 15 mL, foi realizada a extragao de
RNA por meio de dois protocolos: 1) por método /n house conforme Bratnagar e colaboradores
(2012) (Anexo A); e 2) com o kit PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen™), conforme as
instrugdes do fabricante. Na etapa de precipitagdo do material genético com etanol 70% dos
dois protocolos, foi adicionado 10 pL. de controle interno Seegene® (IC), um alvo exogeno
utilizado para verificar a auséncia de inibidores de PCR. As amostras extraidas utilizando o kit
comercial passaram por duas eluigdes- apos a primeira elui¢do as colunas foram adicionadas

em novo microtubo de 1,5 mL e adicionado 60 puL de tampao de elui¢do. Etapa visando diminuir
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a quantidade de inibidores na reagdo de RT-qPCR, visto a propor¢ao maior de material genético
humano quando comparado ao dos patégenos possivelmente presentes, bem como a presenga
de sangue na amostra. Desta forma, foram avaliados os resultados de duas elui¢des de uma
mesma coluna, resultando em dois produtos de extracdo por amostra. O RNA extraido foi
mantido em ultrafreezer (-80°C) até a realizacao da RT-qPCR.

Ao todo, cinco amostras foram extraidas com o protocolo In house, sendo que trés
amostras tiveram dois (2) fragmentos de regides distintas do tecido processados; e 106 amostras
foram extraidas com o kit comercial. Os testes iniciais feitos com o protocolo /n house incluiram
a extragcdo de trés amostras previamente contaminadas com material genético e amostra
primaria proveniente de coleta de nasofaringe em Tampao Fosfato-Salino (PBS do inglés
Phosphate Bufferd Saline) com C(t)s para SARS-CoV-2 ja conhecidos: gene E com C(t) 26,96,
gene RARP 22,40 e gene N 25,95, para confirmar se haveria amplificagao.

Nao fazia parte do desenho experimental da metodologia do projeto, no entanto foi
feita uma extracdo de swabs das placentas 37-48 com o kit QlAdamp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN™),

5.2.2.1 Analise estatistica

Para realizar as analises estatisticas comparando as duas metodologias de extragdo para
RNA foi utilizado o teste de Distribui¢ao F de Fisher-Snedecor, visto que o numero de amostras

submetidas aos dois métodos ndo ¢ igual, no programa GraphPad Prism®.

5.2.3 Extracao do DNA

A extragcdo de DNA das 110 amostras foi realizada utilizando a amostra do microtubo
de 1,5 mL com o kit PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen™), conforme as instrug¢des
do fabricante. Apds a extrag¢@o, o material genético foi amplificado por qPCR utilizando o kit
Allplex™ Genital Ulcer Assay (Seegene®).

Todas as amostras passaram por duas eluigdes, visando diminuir a quantidade de
inibidores na reacdo de PCR. Desta forma, foram avaliados os resultados de duas elui¢des de
uma mesma coluna, resultando em dois produtos de extracdo por amostra. O DNA extraido foi

mantido em ultrafreezer (-80°C) até a realizacao da PCR.
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Para o controle positivo na amplificagdo para GBS, cinco microtubos de 1,5 mL foram
preparados com uma suspensdo bacteriana em PBS estéril a partir do cultivo de S. agalactiae
em meio agar sangue. Quatro amostras foram extraidas utilizando o kit ReliaPrep™ Blood
gDNA Miniprep System (Promega®) e o quinto microtubo foi extraido por fervura: a suspensao
bacteriana foi fervida a 100°C por 15 minutos, centrifugada a 21.000 rcf por um minuto, e o

sobrenadante contendo o DNA bacteriano foi aliquotado e armazenado a -20 °C (Alves, 2018).

5.2.4 Quantificacio do material genético por espectrofotometria

A quantificacdo de &cidos nucleicos dos produtos de extragdo foi realizada no
equipamento NanoVue Plus™ (GE Healthcare), para comparar a eficiéncia e pureza do método
comercial com o protocolo /n house empregado para extragdo de RNA e avaliar a quantidade
de material recuperado em cada elui¢do, para ambas as extragdes. Bem como avaliar os
parametros Azeo/A2s0 € Azeo/A20 para a extragdo de DNA. Além da quantificagdo ser um
parametro para avaliar a possibilidade ou ndo de inibi¢do da PCR (por excesso de material
genético), também auxiliou nas dilui¢des utilizando agua livre de nuclease, feitas para executar

as técnicas de PCR empregadas.

5.2.5 Integridade do material genético

A integridade do material genético ¢ um parametro importante para correlacionar com
a amplificagdo ou ndo dos alvos. Para avaliar a integridade dos produtos de extracdo, foi
realizada uma corrida eletroforética de 30-40 min a 100V com 10 pLL de material genético de
28 amostras de extragdo de RNA e 14 de DNA em gel de agarose 1,5%, selecionadas de forma
aleatoria. Os géis foram corados com brometo de etidio. Os produtos de PCR foram

visualizados no transiluminador ImageQuant™ LAS 500 (GE Healthcare Bio-Sciences AB).

5.3 DETECCAO DE SARS-COV-2

Para a deteccdo do SARS-CoV-2, utilizamos o material genético de 106 amostras
previamente extraidas e detalhadas na secao 5.2. Utilizamos a técnica de RT-qPCR, executada
com o kit comercial Allplex™ SARS-CoV-2 Assay da Seegene®, que permite a deteccao dos
genes virais E, N e RARP do SARS-CoV-2, além de um controle interno (IC) exdgeno
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adicionado durante a etapa de purificagdo do protocolo de extragdo. E importante destacar que,
uma vez que o IC ndo requer a lise celular, sua amplificacdo ndo ¢ suficiente para confirmar a
efetiva digestao e lise do tecido durante o processo. O IC tem como finalidade servir como um
controle relativo ao sucesso da reacao de RT-qPCR, como discutido por Rodrigues (2022).

Assim, para validar a eficacia da extracdo, realizamos a reacdo de RT-qPCR em
duplicata, utilizando o kit mencionado anteriormente, bem como o kit A//plex™ SARS-CoV-
2/FluA/FluB/RSV Assay (Seegene®), que amplifica tanto o IC enddgeno quanto o IC exdgeno
(um alvo humano) e os patégenos SARS-CoV-2, virus sincicial respiratorio (RSV- do inglés
Respiratory Syncytial Virus), Influenza A e B.

Ambos os MasterMix foram preparados conforme as instrugdes do fabricante. A técnica
amplifica os genes especificos associados a cada patogeno de interesse. As reagdes foram
realizadas utilizando o termociclador em tempo real CFX96™ Real-time PCR System (Bio-
Rad®), seguindo os protocolos recomendados pelo fabricante dos kits de amplificagdo. Os
resultados foram subsequentemente analisados no programa Seegene Viewer (Seegene®).

Nos produtos de extragdo dos swabs coletados, a reacdo foi feita utilizando o kit

Allplex™ SARS-CoV-2/Flud/FluB/RSV Assay (Seegene®).

Tabela 1. Comparacdo entre as informagdes do kit SARS-CoV-2 Assay (Seegene®) e do kit Allplex™ SARS-
CoV-2/FluA/FIluB/RSV Assay (Seegene®).

Parametros Allplex™ SARS-CoV-2 Assay Allplex™ SARS-CoV-2/FluA/FluB/RSV
Assay
Especificidade 96,70% (95% CI: 90,67% a 99,31%) 97,79% (95% CI: 94,44% a 99,39%)
Sensibilidade 100% (95% CI: 96,23% a 100,00%) 97,44% (95% CI: 93,57% a 99,30%)
Limite 1.000 equivalentes de genoma TCID 50/M1 = 0,028
de detecgao do kit viral/mL
Ponto de corte do Ct <40 =DETECTADO (+) <40 =DETECTADO (+)
Inibicdo por sangue 2% (v/v) 2% (v/v)

Fonte: Adaptado de Seegene, 2023.

5.4 DETECCAO DE Treponema pallidum

Para deteccao de Treponema pallidum, utilizamos o DNA de 110 amostras previamente
extraidas, conforme detalhado na se¢do 5.2. Realizamos a qPCR com o kit comercial Allplex™
Genital Ulcer Assay (Seegene®), que detecta sete patdgenos associados a ulcera genital, sendo
eles: Citomegalovirus, Haemophilus ducreyi, Herpes-virus simples tipo 1, Herpes-virus simples
tipo 2, Virus varicela-zoster, Treponema pallidum e Chlamydia trachomatis (L1 — L3) -

causadoras de lymphogranuloma venereum. A técnica amplificou os genes especificos
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relacionados a cada patdgeno, além de amplificar o IC enddgeno que valida tanto a reagdo
quanto o processo de extragao.

O MasterMix foi preparado de acordo com as instru¢des do fabricante. As reagdes
ocorreram utilizando o termociclador em tempo real CFX96™ Real-time PCR System (Bio-
Rad®), seguindo o protocolo fornecido no kit de PCR pelo fabricante. Posteriormente, os

resultados foram analisados no programa Seegene Viewer (Seegene®).

5.5 DETECCAO DE Streptococcus agalactiae

Para a deteccdo de Streptococcus agalactiae, utilizamos o DNA de 108 amostras
previamente extraidas conforme descrito no item 5.2. Foi feita a pesquisa do gene c¢fb, que
codifica uma proteina extracelular responsavel pelo fator CAMP, caracterizando-se como uma
regido conservada bem conhecida em GBS (Alves, 2018). No procedimento, utilizamos um
protocolo In house adaptado e padronizado pelo grupo de pesquisa do LBMMS para o
MasterMix utilizando o kit GoTaq® G2 Hot Start Taq Polymerase (Promega®): 1 X solugao
tampao, 2 mM de MgCl., 200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato, 1,25 U da enzima Taq
DNA polimerase, 0,3 uM de cada iniciador e dgua livre de nuclease para um volume total de
20 pL. Junto a ele, 5 pL de 4cido nucleico de cada amostra foram adicionados para completar
25 puL em cada reacdo. Para assegurar a amplificacdo da PCR, cada amostra foi avaliada
individualmente quanto a concentragao de DNA, expressa em ng/ulL, conforme descrito na
secdo 5.2.4. Essa etapa foi essencial para garantir que a quantidade maxima de DNA em cada
reacdo ndo excedesse 200 ng, evitando potenciais inibi¢des devido a excesso de material
genético e determinando a necessidade de dilui¢do, se aplicavel. As amostras estavam com
concentracgoes entre 20ng e 200ng de DNA para realizar a reacao.

As reacoes de PCR foram conduzidas no termociclador 7/00™ Thermal Cycler (Bio-
Rad®) seguindo o protocolo de ciclagem descrito por Schorner e colaboradores (2014). O
produto resultante da PCR, com um tamanho de 153 pares de bases (pb), foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% em 1X de tampao TBE (tris/borato/EDTA) e corado com
1 uL de brometo de etidio. Os produtos de PCR foram visualizados no transiluminador
ImageQuant™ LAS 500 (GE Healthcare Bio-Sciences AB) e comparados com os controles

positivos, como ilustrado na Figura 8, obtidos conforme detalhado na sec¢do 5.2.3.
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Figura 8. Gel dos cinco controles positivos para Streptococcus agalactiae.

PMCPY cCP22 CP3. CPA . CB5 = CN

Gel para validar os controles positivos de Streptococcus agalactiae, com bandas em 153 pb, para

utilizar nas reagdes de PCR convencional de GBS. PM: padrao de tamanho molecular de 100 pares de base. A

seta amarela indica a banda de 500 pb. Fonte: Autora.
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Figura 9. Fluxograma da metodologia do projeto.
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Esquema com o resumo das metodologias empregadas, bem como a amostragem em cada etapa (imagem gerada

no programa Lucid). (*) 3 amostras foram utilizadas nos testes iniciais; (**) (***) 7 amostras ndo vieram com

tecido suficiente para empregar os dois protocolos de extragdo; (****) 2 produtos de elui¢cdo ndo tiveram volume

suficiente para a PCR convencional; (*****) Coletas aleatdrias da superficie do tecido.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PROTOCOLO DE EXTRACAO

Dentre os dois protocolos testados para RNA, todos amplificaram o IC exdgeno
adicionado e/ou IC endogeno; e na extracdo de DNA o alvo enddgeno amplificou, indicando
que todos os protocolos empregados foram eficientes na etapa de extragdo tecidual (Rodrigues,
2022). Na extracdo de RNA (item 5.2.2), a média da concentracdo de acido ribonucleico para
o protocolo In house foi significativamente superior (784,50 ng/uL) ao comercial (98,09 ng/uL)
(p <0,001), bem como a do acido desoxirribonucleico, 1.490,43 ng/uL e 120,70 ng/uL (p <
0,001), respectivamente. Ressalta-se que a amostragem do protocolo In house foi de cinco
amostras, das quais trés tiveram dois fragmentos de regides distintas, resultando em oito
produtos de extracdo, enquanto a do kit comercial foi de 212 (considerando a primeira e segunda
eluicdo). Ao comparar apenas as amostras que passaram pelos dois processos de extragdo,

temos os resultados apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Comparacdo na concentragdo do material genético recuperado com o ki para RNA e com o protocolo

In house.

 PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen™) In house
Rendimento médio Rendimento médio Rendimento médio Rendimento médio

Amostra | =~ 5. pN4 ng/mL)  de DNA (ng/mL)  de RNA (ng/mL)  de DNA (ng/mL)
i 91,6 142,0 326,0 1.735,0
2 194,0 215,5 2.399,0 3.085,0
5 128,4 69,5 593,2 1.669,0
5* 22,4 22,0 0 125,5
8 110,8 106,5 490,0 3.748,0
8* 18,8 22,0 1.091,0 59,0
15 23,2 29,5 757,6 1.176,0
15% 13,1 22,5 619,2 326,0
Média 75,29 78,69 784,50 1.490,43

Comparagdo feita apenas com as oito amostras que foram extraidas com ambas as metodologias. O *

no kit comercial representa a segunda eluig@o, € no protocolo Iz house, outro fragmento da mesma amostra.

Quanto aos resultados de concentragao, expostos na tabela 2, o protocolo In house
recuperou maiores quantidades de DNA e RNA que os comerciais, mas apresentou valores de
Aaeo/230 inferiores, indicando provavel contaminacdo com proteinas (Kang et al., 2015; Oliveira
et al., 2007). E resultou em eluidos com sedimentos marrons (Figura 10) que ndo diluiram no
tampao de elui¢do, provavelmente decorrente da alta concentragdo de material genético e

proteinas.
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Figura 10. Foto representando um produto de extracdo com presenga do sedimento.

- )
—

Fonte: Autora.

Os testes iniciais feitos com esse protocolo com amostras contaminadas com material
genético e amostra primaria com C(t)s para SARS-CoV-2 ja conhecidos, amplificaram em C(t)s
superiores, gene E 36,6 ¢ 33,20; RARP 34,8 ¢ 32,30 ¢ N 36,0 e 32,2, respectivamente. Esse
protocolo se mostrou mais trabalhoso, visto o uso de reagentes que demandam uso de capela
(cloroférmio) e o tempo total de extragdo, que foi de quase 24h (contabilizando seccio das
amostras até a obtengao do eluido).

O kit PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen™) apresentou uma boa média Azeo/Azso,
indicando uma boa qualidade tanto do DNA como o RNA extraido (Sambroock; Russell, 2001;
Oliveira et al., 2007). No entanto, os baixissimos valores de Aazeo/A230 indicam presenga de
contaminantes organicos podendo ser dos proprios reagentes utilizados no kit, como a
guanidina residual (Mathot, Wallin e Sjoblom, 2013).

Em relagdo aos parametros de qualidade o material genético extraido, com o kit
comercial utilizado no protocolo para RNA, a relacdo Azeo/Azs0 foi de 1.89 £ 0.46 e Azso/Az30
foi de 0.78 + 1.27; com a metodologia In house, obtivemos Azeo/A2s0 foi de 1.50 £ 0.34 ¢
Azeo/A2so foi de 1.71 £ 1.36 (para RNA).

Tabela 3. Comparacdo dos pardmetros dos métodos de extragdo empregados.

Rendimento L 1. L 1. Rendimento L 1. L 1.
Técnica de extragiio médio de DNA ~ Media Média (o de RNa  Média - Média
A260/280 A260/230 A260/280 A260/230
(ng/mL) (ng/mL)
PureLink™ RNA Mini Kit 1,86+ 0,86+ 189+ 0,78+

120,70 + 166,17 98,09 + 145,46

(Invitrogen™) 0,40 1,76 0,46 1,27
149043+ 162+ 223+ 150+ 171+

In house 1367.88 027  14g 8965770406 5, 136
PureLink™ Genomic DNA 1,69+ 1,35+ 1,67 = 1,40 =

Mini Kit (Invitrogen™) | 2211 E28459 651 579 18161225123 745 0.85

Resultados das médias e desvios padrdes dos rendimentos e relagdes de absorbancia de cada um dos
protocolos utilizados no estudo.
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Na extragao de DNA (item 5.2.3), a média da concentragao de acido desoxirribonucleico
foi de 221,11 ng/uL e de acido ribonucleico 181,61 ng/uL. O kit PureLink™ Genomic DNA
Mini Kit (Invitrogen™) recuperou uma concentragdo maior de RNA (181,61 + 251,23 ng/uL)
que o kit especifico para extragdo de RNA (98,09 + 145,46 ng/uL) (p < 0,001) e também
demonstrou melhores relagdes de Azeo/Az30 (p < 0,001). No entanto, o kit tem uma qualidade
inferior para o parametro 20/280 tanto para DNA (1.69 = 0.21; 1.86 + 0.40) (p < 0,001) quanto
para RNA (1.67 £0.21; 1.89 + 0.46) (p < 0,001).

Figura 11. Concentragdo de material genético recuperado com cada um dos trés métodos de extragao.
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Sendo os kits PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen™), PureLink™ RNA Mini Kit
Invitrogen™) (com todas as amostras testadas) e in house conforme Bratnagar e colaboradores (2012),
respectivamente (imagem gerada no programa GraphPad Prism §).

Observamos uma grande variagdo na concentracdo do material genético recuperado das
amostras, € notamos que a consisténcia do tecido exerceu um impacto significativo no
parametro. Amostras com aspecto mais "ressecado" apresentaram uma lise reduzida, resultando
em menores quantidades de material genético detectado. Por outro lado, amostras com textura
mais "gelatinosa" lisaram de forma mais eficaz, resultando em produtos com maiores

quantidades de RNA/DNA, conforme observado na figura 12.
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Figura 12. Comparacgao entre a lise de duas amostras.

(A) Foto de uma amostra cujo tecido nao lisou tdo bem; (B) Foto de uma amostra cuja lise foi
eficiente.
Fonte: Autora.

Quanto a integridade do RNA extraido, selecionamos aleatoriamente 14 amostras para
avaliagdo em gel de agarose a 1,5%, cujo resultado pode ser observado na Figura 13(A). Dado
que o método de extracdo utilizado tem maior especificidade para a recuperacao de RNA, era
esperado que o DNA presente estivesse degradado, evitando, assim, qualquer possivel inibi¢ao
da reacdo devido a presengca desse DNA residual. Portanto, a presenga de um arraste
pronunciado representa um indicativo positivo, sinalizando a presenca de fragmentos de DNA
de diferentes tamanhos moleculares, como discutido por Oliveira (2003). A exce¢ao notavel foi
a amostra KT2 (Figura 12), que foi extraida com um protocolo /n house e apresentou bandas
integras.

No que se refere a integridade do DNA extraido, selecionamos aleatoriamente seis
amostras e as avaliamos através de uma corrida eletroforética em gel de agarose a 1,5% (Figura
13B). Uma vez que o proposito principal do método de extracao ¢ a recuperagdo do DNA, se
esperava que o DNA estivesse integro, permitindo a analise dos patogenos de interesse e
resultando em bandas de alto peso molecular. Portanto, a presen¢a de bandas sem um arraste

notavel representa um indicador positivo da integridade do DNA extraido.
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose para avaliar a integridade de DNA das amostras.

- d * * *
fedi e 19 1. 2.2 14* 29 29* 43 43* 69 69* 98 98°

44 44* 67 67* 73 73* 82 82* 93 93* 106 106* 109 109*

©
Extracio de RNA Extracio DNA
> Rendimen Rendimen > Rendimen Rendimen > Rendimen Rendimen
§ to médio to médio § to médio to médio § to médio to médio
a de RNA de DNA 2 de RNA de DNA a de RNA de DNA
= (ng/mL) (ng/mL) 2 (ng/mL) (ng/mL) 2 (ng/mL) (ng/mL)
KT2 619,2 326,0 44 20,8 391,0 6 104,0 127,5
KT2* 784,50 1.490,43 44* 26,8 40,0 6* 68,4 146,5
EP1 490,0 3.748,0 67 70,4 90,5 14 13,2 19,5
EP2 1.091,0 59,0 67* 33,2 13,9 14* 14,0 20,5
4 478,8 244.0 73 9,8 49,5 29 159,6 461,5
4* 27,2 70,5 73* 0,2 4,2 29* 128,0 200,0
8 110,8 106,5 82 114,0 13,1 43 57,2 51,5
8* 18,8 22,0 82* 24,8 1,8 43* 16,8 14,6
18 104,4 128,5 93 478,8 160,5 69 115,6 219,5
18* 35,6 35,0 93* 27,2 65,5 69* 327,2 844,0
19 171,2 211,5 106 168,0 245,5 98 6,4 7,0
19* 52,0 54,5 106* 164,0 217,5 98* 5,2 3,9
22 338,8 211,5 109 90,8 113,5
22* 33,6 31,5 109* 42,8 64,0

(A)Produtos de extragdo do protocolo de RNA: amostras KT2, EP1 e EP2 extraidas com protocolo in house;
e amostras 4, 8. 18, 19, 44, 67, 73, 82, 93, 106 ¢ 109 extraidas com o kit PureLink™ RNA Mini Kit
(Invitrogen™). Observar a presenga de arraste nas amostras, indicando DNA degradado. (B) Produtos de
extracdo do protocolo de DNA, com o aparecimento de bandas com pouco arraste, indicando DNA mais
integro. (C) Tabela com as concentragdes das amostras apresentadas em (A) e em (B).

Fonte: Autora.
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No protocolo empregado para extragdo de RNA, 26 produtos da primeira eluigdo e seis
amostras (ou seja, produtos da primeira e da segunda eluicdo) ndo amplificaram o controle
endogeno, nesse caso, indicando a possibilidade de haver presenga de algum inibidor ou até
mesmo de uma falha na extragao das seis amostras. Uma segunda corrida de RT-qPCR foi feita
com as seis amostras, diluindo todos os produtos na propor¢do de 1:10 e todas tiveram a
amplificagdo do IC e/ou controle enddgeno, descartando assim a hipotese de nao ter ocorrido a
extracdo da amostra primaria e indicando a presenga de algum inibidor da PCR.

No protocolo empregado para extragdo de DNA, nove produtos da primeira eluigdo e
quatro da segunda (sendo de amostras diferentes) ndo amplificaram o controle enddgeno
indicando a possibilidade da presenca de algum inibidor de PCR, haja vista que a outra elui¢ao
referente a amostra teve o controle amplificado.

Viarios fatores podem atuar como possiveis fontes de inibi¢do nos produtos de extracao.
Entre esses fatores, a presenca de hemoglobina da propria amostra ¢ notavel, uma vez que o ion
Fe** presente na hemoglobina pode competir pelo sitio do Mg?*, que € um cofator essencial para
a atividade da DNA polimerase, resultando em inibicdo (Sambrook; Russell, 2001; Zaha;
Ferreira; Passaglia, 2012). Além disso, a quantidade de material genético na amostra € um fator
critico, uma vez que a presenga excessiva de DNA pode inibir a rea¢do, enquanto a escassez de
material genético pode resultar em deteccao inadequada (Costa; Moura, 2001; Oliveira, 2003).

Em relacdo ao armazenamento das amostras, embora no presente estudo ndo tenha sido
determinada a melhor abordagem de armazenamento, o Ministério da Saude recomenda o
armazenamento dos fragmentos de placenta coletados para pesquisa de ZIKV em ultrafreezer a
-70°C até o envio aos Laboratorios Centrais de Saude Publica (LACEN) (Brasil, 2016). Além
disso, Mathot e colaboradores (2011) sugerem o congelamento das amostras de tecido a -80°C
para analises posteriores € demonstram uma boa estabilidade do RNA em amostras congeladas
a -70°C. De acordo com os protocolos de extragdo de Sambrook e Russell (2001), também ¢
recomendado o armazenamento da amostra primaria a -80°C como parte das boas praticas.

Das amostras com adi¢@o de estabilizante (Apéndice A), apenas 3 detectaram SARS-
CoV-2, sendo as amostras 18 e 29 apenas para um gene e com C(t) de 38.22 (gene RdRP) e
39.26 (gene N), respectivamente. No entanto, a amostra 75 amplificou os trés genes e, dentre
todas as amostras positivas, foi a que teve CTs mais baixo (E gene- 23.58; RdRP- 23.87; N

gene- 21.85), indicando uma melhor conservacao do RNA.
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6.2 DETECCAO DE SARS-COV-2

Das 110 amostras, 106 foram submetidas a RT-qPCR e os resultados obtidos podem ser
visualizados no Apéndice B. Cinco (4,71%) amostras amplificaram os trés genes alvo (E, RdARP
e N); uma (0,94%) amplificou dois genes alvo (RARP e N); e nove (8,49%) apenas um gene
alvo, dessas, um para o gene E, cinco para o RdRP e trés para o gene N (Figura 14).

O gene E ¢ comum entre a familia Coronaviridae, e os outros sao especificos para
SARS-CoV-2. Dessa forma, quando apenas o gene E amplifica, o resultado ¢ “SARS-CoV-2
presuntivo positivo”, conforme o manual do kit disponibilizado pelo fabricante. Em nosso
estudo, foram consideradas como detectadas as amostras que tiveram dois ou trés genes
detectados, conforme o estudo de Rodrigues (2022). Sendo assim, seis (5,66%) amostras foram

detectadas para SARS-CoV-2.

Figura 14. Numero de amostras que amplificaram pelo menos um alvo na PCR em tempo real utilizando o kit

Allplex™ SARS-CoV-2 Assay (Seegene®).
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Comparagdo do resultado das amostras que amplificaram um gene, dois genes e trés genes na PCR em tempo

real para SARS-CoV-2 (imagem gerada no programa GraphPad Prism 8).

Na tabela 4 ¢ possivel observar os resultados obtidos na PCR com os respectivos
valores de C(t) para as amostras cujos resultados foram “SARS-CoV-2 detectado”, bem como

os controles enddgenos e exogenos.
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Tabela 4. Amostras detectadas para SARS-CoV-2 por PCR em tempo real.

Amostra SARS-CoV-2

Egene C(t) RdRPgene C(t) Ngene C(t) EndoIC C(t) ExolIC C(t)
23 38.00 39.78 36.99 18.89 29.62
32 34.08 34.04 34.51 19.06 29.96
39 36.07 35.28 35.28 20.52 31.75
48 - N/A 38.25 38.47 26.15 38.25
75 23.58 23.87 21.85 21.06 27.19
92 37.63 34.29 34.26 34.26 33.37

Comparagdo dos resultados das amostras detectadas quanto ao C(t) de cada um dos genes virais, bem como dos
controles enddgenos e exdgenos, utilizando o kit Allplex™ SARS-CoV-2 Assay (Seegene®).

Sinal positivo (+) indica amplifica¢do e sinal negativo (-) indicagéo a ndo amplificagdo do alvo.

O resultado do presente estudo quanto a detec¢do de SARS-CoV-2 em tecido
placentério de 5,66% ¢é compativel ao esperado quando comparado a revisao bibliografica de
Gesaka, Obimbo e Wanyoro (2022) que relataram uma prevaléncia de transmissao vertical de
3 a 5% em gestantes com COVID-19 no momento do parto, sendo considerado infeccao in
utero, intraparto e pds parto. No trabalho de Mourad e colaboradores (2021), foram analisadas
biopsias de 43 placentas de mulheres com COVID-19 no momento do parto (pacientes
assintomaticas ou com sintomas leves, n = 36; e casos grave, n = sete), sendo que em duas
amostras (uma proveniente de paciente com sintomas leves € a outra um caso grave) foram
detectadas a presenca do RNA viral. Também foram analisados os niveis de expressdao
placentaria de RNAs mensageiros (mRNAs) para fatores de entrada do virus, ACE2, TMPRSS2
e furina, sendo que a expressao de ACE2 foi maior em mulheres com COVID-19 grave. O
grupo de pesquisa de Ocal e colaboradores (2022) trabalhou com uma amostragem de seis
placentas provenientes de morte fetal intrauterina e cujas gestantes estavam infectadas por
SARS-CoV-2 no momento do parto, sendo que em uma das biopsias coletadas o RNA viral foi
detectado.

O swab coletado da placenta n® 39 detectou o material genético viral (Apéndice C),
achado compativel com o resultado da extragdo tecidual (Tabela 5) e do publicado no relato de
caso de Ferraiolo e colaboradores (2020), sobre a deteccao em um swab de placenta na regidao
proxima ao cordao umbilical imediatamente apos o parto, a gestante em questao tinha resultado
de swab de nasofaringe positivo para SARS-CoV-2 um dia antes do parto e estava
assintomatica. O swab do relato foi positivo para a pesquisa de RNA viral utilizando o kit de

RT-gPCR AllplexTM 2019 n-CoV Assay (Seegene®).
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Tabela 5. Amostra 39 detectada para SARS-CoV-2 por PCR em tempo real.
SARS-CoV-2
E gene C(t) . C(t) Ngene C(t) EndoIC C(t) ExolIC C(t)
39 Tecido 36.07 - 35.28 [N 3528 - 20.52 - 31.75
39 Swab 32 73 35.57 - 23.39 22.42

Comparagdo dos resultados da amostra 39 quanto ao C(t) de cada um dos genes virais da extracdo de fragmento

Amostra

de tecido e da coleta de swab, bem como dos controles endogenos e exodgenos, utilizando o kit Allplex™ SARS-

CoV-2 Assay (Seegene®).

Outro estudo foi feito por Penfield e colaboradores (2020), ao qual 11 amostras de swabs
provenientes de placenta ou membrana (entre o amnio e o cérion viloso), de gestantes infectada,
foram testadas na RT-qPCR com o kit Xpert Xpress SARS-CoV-2 (Cepheid) e das onze, trés

tiveram resultado detectado.

6.3 DETECCAO DE Treponema pallidum

Das 110 amostras submetidas a qPCR para TP, nenhuma detectou TP (Apéndice D).
Apesar disso, foi observada a deteccdo em uma placenta (0,91%) de Haemophilus ducreyi
(HD), com C(t) de 33.18 e IC de 17.87.

Com relagdo a auséncia de deteccdo de TP na tinica amostra do projeto cuja sorologia
materna foi positiva, ha o estudo de Genest e colaboradores (1996), no qual 38 gestantes tinham
sorologia positiva para sifilis, mas em apenas seis amostras placentarias a PCR detectou o DNA
do TP (15,79%).

A tlcera genital causada por HD ¢ conhecida como cancréide ou cancro mole e ocorre
com maior frequéncia em homens e nas regides tropicais no Pacifico Sul, Sudeste Asiatico e
Africa, no entanto tem baixa prevaléncia no Brasil, como demonstrou um estudo realizado em
um centro especializado em IST em Manaus com 434 amostras de Ulcera genital e cujo agente
nao foi detectado em nenhuma delas (Ramos et al, 2021; Peixoto et al, 2022).

O resultado da detec¢ao de HD em gestante ¢ concordante com Caetano e colaboradores
(2022) que relataram o caso de uma gestante brasileira com lesdes ulceradas cujo diagnostico
laboratorial foi “cancro de Rollet”, (associagdo da sifilis primaria e cancro mole). Nao temos
os dados em relacdo ao tipo de parto de cada gestante, por essa razao ndo ¢ possivel inferir se o
material genético ¢ decorrente da ascensdo da bactéria ao colo uterino ou do contato entre

placenta e canal vaginal no momento do parto normal.



50

6.4 DETECCAO DE Streptococcus agalactiae

Das 108 amostras que foram submetidas a PCR convencional com iniciadores do gene
cfb, nenhuma apresentou banda na regiao entre 100 pb e 200 pb, conforme os controles
positivos (Apéndice E). No entanto, 111/216 produtos apresentaram um arraste acentuado no

gel de agarose, provavelmente decorrente da alta concentracdo de DNA humano (Figura 15).

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose de PCR para o alvo ¢fb de S. agalactiae.

PM 9 9% 10 10* 31 1% 108 10% 13 e i 4 A= CN

Resultados da PCR para GBS das amostras 3 a 14. CP2: controle positivo; CN: controle negativo. PM: padrao
de tamanho molecular de 100 pb.

Fonte: Autora.

No que se refere aos resultados da PCR convencional para a deteccio de GBS, a
presenca de arraste em grande parte das amostras ¢ atribuida a elevada concentragao de DNA
humano contida nos produtos de extracdo. Mesmo ap0s a realizagcdo das diluigdes necessarias
para a PCR convencional, resultando em concentragdes finais de DNA situadas entre 100 e 200
ng/ L, visando preservar a sensibilidade da deteccdo e evitar a inibi¢do da reagdo devido a
sobrecarga de material genético, ainda observamos a persisténcia desse fenomeno (Oliveira,
2003). Sendo compativel com Costa ¢ Moura (2001) que destacaram a possivel inibicao da

reacdo devido ao excesso de DNA. Ainda, as observagdes reportadas por Cury, Furuse e Aratjo



51

(2005), indicam que concentracdes elevadas de DNA tendem a promover a formacdo de

produtos ndo especificos, o que pode contribuir para a presenca desse arraste indesejado.
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7 CONCLUSAO

Os kits comerciais testados mostraram boa recuperacdo de material genético para
posterior execugao da RT-qPCR/qPCR/PCR, o que permite a insercao dos protocolos dentro da
rotina laboratorial e de pesquisa do LBMMS, bem como em qualquer laboratdrio que disponha
de estrutura adequada. Além disso, a placenta demonstrou ser uma amostra bioldgica capaz de
auxiliar na pesquisa de doengas congénitas e infeccdes maternas, havendo a presenca do SARS-
CoV-2 na placenta de mulheres que estavam infectadas no momento do parto. Nao foram
detectados TP e GBS nas amostras do presente estudo, mas ndo podemos descartar a
possibilidade de detec¢do de TP e GBS em tecido placentario e mais estudos sdo necessarios.

A auséncia de detecgdo de TP também pode refletir o cuidado no pré-natal dessas parturientes.
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8 PERSPECTIVAS
I.  Implementar, no LBMMS, o protocolo de extracao de tecido placentario;
II.  Adaptar o protocolo de extrac¢do de tecido placentario para outros tipos de tecido;

III.  Publicar artigo cientifico em parceria com a UFES, com os dados clinicos e o estudo
anatomopatoldgico feito naquela instituicdo, e os resultados das testagens por qPCR
para SARS-CoV-2;

IV.  Realizar pesquisa de patdégenos da interface materno-fetal em amostras frescas;

V.  Compreender e resolver o problema do excesso de DNA/RNA de amostra humana ao

trabalhar com PCR diretamente de amostra clinicas. Fato que limita a utilizagdo das

técnicas In house.
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ANEXO A - PROTOCOLO DE EXTRACAO IN HOUSE PARA RNA

—

150 puL de proteinase K (QIAGEN)

Incubar a 56°C/10 min e 45°C/noite

Incubar a 80°C/10 min

Adicionar 550 mL de tampao de lise RLT (QIAGEN)
700uL de acido fenol: cloroférmio

Centrifuga¢ao a 13000 rpm por 15min

Transfira para um novo tubo

Adicionar 2 pL de acrilamida e um volume de isopropanol
Incubar a 20°C/3 h

Centrifugar a 13.000 rpm a 4°C/30 min

o ® N v kWD

—_
— O

Retirar o sobrenadante e lavar o sedimento com etanol 75%

_
i

Ressuspender com 20 uLL. RNA “storage solution”

—_
(98]

Armazenar em ultrafreezer -80°C

*Foi utilizado dgua livre de nuclease para a ressuspensao do material genético.
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APENDICE A - TABELA DAS AMOSTRAS COM ADICAO DE ESTABILIZANTE

Amostra RNA Later

2

18

22

28

29

32

X

Amostra RNA Later

33

40

41

49

51

54

59

63

66

X

Amostra RNA Later

69

70

71

72

75

79

83

929

101

X
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APENDICE B - TABELA COM RESULTADOS DE DETECCAO DE SARS-CoV-2 EM TECIDO PLACENTARIO

Amostra E gene C(t) RdRP gene C(t) N gene C(t) Endo IC C(t) C(t) Resultado

1 - N/A - N/A - N/A - - 30.63 Nao detectado
2 - N/A - N/A 30.40 Nao detectado
3 - N/A - N/A N/A Nao detectado
4 - N/A - N/A 35.08 Nao detectado
5 - N/A - N/A N/A Nao detectado
6 - N/A - N/A N/A Nao detectado
7 - N/A - N/A 36.79 Nao detectado
8 - N/A - N/A 34.69 Nao detectado
9 - N/A - N/A N/A Nao detectado
10 - N/A - N/A - N/A N/A Nao detectado
11 - N/A - N/A - N/A 29.14 Nao detectado
12 - N/A - N/A - N/A 33.27 Nao detectado
13 - N/A - N/A - N/A N/A Nao detectado
14 - N/A - N/A - N/A 30.80 N/A Nao detectado
15 - N/A - N/A - N/A N/A Nao detectado
16 - N/A - N/A - N/A N/A Nao detectado
17 - N/A - N/A - N/A 38.98 Nao detectado
18 - N/A 38.22 - N/A 30.85 Nao detectado
19 - N/A N/A - N/A 29.58 Nao detectado
20 - N/A 39.58 - N/A 29.65 Nao detectado
21 - N/A - N/A - N/A 29.22 Nao detectado
22 30.64 Nao detectado

29.62 SARS-CoV-2

32.07 Nao detectado

32.21 Nao detectado
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30.75 Nao detectado
33.34 Nao detectado
34.48 Nao detectado
31.53 Nao detectado
31.57 Nao detectado
29.96 SARS-CoV-2
26.97 Nao detectado
31.66 Nao detectado
31.12 Nao detectado
31.75 SARS-CoV-2
32.46 Nao detectado
33.94 Nao detectado
32.97 Nao detectado
32.35 Nao detectado
30.94 Nao detectado
39.38 Nao detectado
35.73 Nao detectado
31.51 Nao detectado
38.25 SARS-CoV-2
34.18 Nao detectado
30.98 Nao detectado
36.01 Nao detectado
N/A Nao detectado
36.90 Nao detectado
34.78 Nao detectado
N/A Nao detectado
39.13 Nao detectado
35.34 Nao detectado

38.19

Nao detectado
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59 N/A N/A N/A
60 N/A N/A N/A
61 N/A N/A N/A
62 N/A N/A N/A
63 N/A N/A N/A
64 N/A N/A N/A
6s | 3966 N/A N/A
66 N/A N/A N/A
67 N/A N/A N/A
68 N/A N/A N/A
69 N/A N/A N/A
70 N/A N/A N/A
71 N/A N/A N/A
72 N/A N/A N/A
73 N/A N/A N/A
74 N/A N/A N/A
7 EIN  BCE
76 N/A | 38.63 N/A
77 N/A N/A N/A
78 N/A N/A N/A
79 N/A N/A N/A
80 N/A N/A N/A
81 N/A N/A |

82 N/A N/A N/A
83 N/A N/A N/A
84 N/A N/A N/A
85 N/A N/A N/A
86 N/A N/A N/A
87 N/A N/A N/A

29.34

N/A Nao detectado
37.00 Nao detectado
36.96 Nao detectado
37.47 Nao detectado
36.39 Nao detectado
37.63 Nao detectado
38.76 Nao detectado
N/A Nao detectado
39.35 Nao detectado
3431 Nao detectado
N/A Nao detectado
37.93 Nao detectado
30.95 Nao detectado
38.89 Nao detectado
40.24 Nao detectado
33.29 Nao detectado
27.19 SARS-CoV-2
38.71 Nao detectado
36.66 Nao detectado
38.74 Nao detectado
37.13 Nao detectado
30.18 Nao detectado
28.55 Nao detectado
38.97 Nao detectado
N/A Nao detectado
37.32 Nao detectado
37.22 Nao detectado
38.25 Nao detectado
38.43 Nao detectado
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30.82 Nao detectado
31.86 Nao detectado
31.52 Nao detectado
29.99 Nao detectado
33.37 SARS-CoV-2
29.29 Nao detectado
N/A Nao detectado
37.41 Nao detectado
38.01 Nao detectado
44.75 Nao detectado
30.10 Nao detectado
33.75 Nao detectado
36.31 Nao detectado
37.19 Nao detectado
36.23 Nao detectado
37.54 Nao detectado
35.31 Nao detectado
3543 Nao detectado
33.04 Nao detectado
35.28 Nao detectado
39.58 Nao detectado
32.66 Nao detectado

35.40

Nio detectado
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APENDICE C - TABELA COM RESULTADOS DE DETECCAO DE SARS-CoV-2 NOS SWABS

65

RdRP

Amostra E gene C() gene C(t) N gene C(t)
378 - N/A - N/A - N/A
38S - N/A - N/A - N/A
398 35.57 - N/A
408 - N/A - N/A - N/A
418 - N/A - N/A - N/A
428 - N/A - N/A - N/A
43S - N/A - N/A - N/A
448 - N/A - N/A - N/A
458 - N/A - N/A - N/A
46S - N/A - N/A - N/A
478 - N/A - N/A - N/A
48S - N/A - N/A - N/A

Endo IC

C(t)

IC

C(®)

Resultado

24.80

22.69

22.42

SARS-CoV-2

23.06

23.12

22.96

23.19

22.09

23.97

23.25

22.94

23.85




APENDICE D - TABELA COM OS RESULTADOS DE DETECCAO PARA Treponema pallidum

Amostra | HSV1 | C(t) | HSV2 | C(t) |HD | C(t) | CMV | C(t) | LGV | C(t) | TP | C(t) | VZV | C(t) | IC | C(t) Resultado
1 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | N/A - N/A 19.05 Néo detectado
2 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | N/A - N/A 19.64 N&o detectado
3 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | NA - N/A 17.83 Néo detectado
4 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | N/A - N/A 18.90 Né&o detectado
5 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | NA - N/A 17.21 Néo detectado
6 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | NA - N/A 16.67 Néo detectado
7 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | N/A - N/A 16.30 Né&o detectado
8 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | NA - N/A 16.18 Néo detectado
9 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | N/A - N/A 14.44 Né&o detectado
10 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | NA - N/A 16.21 Néo detectado
11 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | N/A - N/A 19.50 Né&o detectado
12 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | N/A - N/A 19.58 Né&o detectado
13 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | NA - N/A 15.17 Néo detectado
14 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | N/A - N/A 19.16 N4o detectado
15 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | NA - N/A 14.22 Néo detectado
16 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | N/A - N/A 17.16 Né&o detectado
17 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | NA - N/A 16.72 Néo detectado
18 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | N/A - N/A 14.67 Né&o detectado
19 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | NA - N/A 14.58 Néo detectado
20 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | N/A - N/A 16.78 Né&o detectado
21 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | N/A - N/A 16.64 Né&o detectado
22 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | NA - N/A 14.83 Néo detectado
23 - N/A - N/A | - N/A - N/A - N/A | - | NA - N/A 16.93 Néo detectado
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24 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 13.96 Né&o detectado
25 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 16.03 Né&o detectado
26 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 15.07 Né&o detectado
27 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 18.02 Né&o detectado
28 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 18.76 Né&o detectado
29 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 16.97 Né&o detectado
30 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 17.97 Né&o detectado
31 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 18.52 Né&o detectado
32 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 17.74 Né&o detectado
33 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 33.47 Né&o detectado
34 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 18.06 Né&o detectado
35 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 16.13 N&o detectado
36 N/A N/A 33.18 N/A N/A N/A N/A 17.87 Haemophilus ducreyi
37 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 15.68 Né&o detectado
38 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 13.81 N&o detectado
39 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 15.24 Né&o detectado
40 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 16.13 Né&o detectado
41 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 14.65 N&o detectado
42 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 15.92 Né&o detectado
43 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 16.69 N&o detectado
44 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 25.04 N&o detectado
45 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 15.54 Néo detectado
46 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 25.71 Né&o detectado
47 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 14.04 N&o detectado
48 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 16.46 Né&o detectado
49 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 15.14 Né&o detectado
50 N/A N/A | - N/A N/A N/A N/A N/A 34.68 N&o detectado
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51 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 14.47 Néo detectado
52 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 16.14 Né&o detectado
53 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 15.63 Néo detectado
54 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 27.69 Néo detectado
55 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 16.12 Né&o detectado
56 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 17.48 Né&o detectado
57 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 18.17 Néo detectado
58 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 16.54 Né&o detectado
59 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 17.03 N&o detectado
60 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 16.46 Néo detectado
61 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 16.41 Néo detectado
62 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 16.67 N&o detectado
63 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 14.89 Néo detectado
64 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 15.24 Néo detectado
65 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 17.74 Né&o detectado
66 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 15.51 N4o detectado
67 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 17.89 Néo detectado
68 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 15.94 Néo detectado
69 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 16.05 Né&o detectado
70 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 16.85 Néo detectado
71 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 17.79 Néo detectado
72 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 25.31 Néo detectado
73 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 15.63 Né&o detectado
74 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 17.57 Néo detectado
75 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 17.87 Né&o detectado
76 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 20.07 Né&o detectado
77 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 19.62 Néo detectado
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78 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 16.69 Néo detectado
79 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 15.66 N&o detectado
80 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 18.42 Néo detectado
81 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 15.25 Néo detectado
82 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 15.87 Né&o detectado
83 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 16.32 Né&o detectado
84 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 19.07 Néo detectado
85 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 16.50 Né&o detectado
86 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 17.14 Né&o detectado
87 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 18.34 Néo detectado
88 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 19.63 Néo detectado
89 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 17.23 N&o detectado
90 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 17.50 Néo detectado
91 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 17.55 Néo detectado
92 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 16.81 N4o detectado
93 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 16.47 Né&o detectado
94 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 18.90 Néo detectado
95 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 16.88 Néo detectado
96 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 20.16 Né&o detectado
97 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 21.19 Néo detectado
98 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 26.69 Néo detectado
99 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 18.81 Néo detectado
100 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 14.82 Né&o detectado
101 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 18.17 Néo detectado
102 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 15.74 Né&o detectado
103 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 16.06 N&o detectado
104 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 16.80 Néo detectado
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Nao detectado

Nao detectado

Nao detectado

Nao detectado

Nao detectado

Nao detectado
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PM

9

9*

APENDICE E - FIGURAS COM OS RESULTADOS DE DETECCAO PARA Streptococcus agalactiae

PM 15 15* 16 16* 17 17* 18 18* 19 19* 20 20*Cp2 CP4

100 Hos 1l adE 19 19 13 135 {8 G PM 21 21*22 22+ 23 23* 24 24* 25 25* 26 26* CP5CN
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PM 39 39* 40 40* 41 41° 42 42* 43 43* 44 44* 45 45°
PM 27 27* 28 28* 29 29° 30 30* 31 31* 32 32* cP1CN

PM 46 46* 47 47* 48 48* 49 49*50 50* 51 51* CN CP1

PM 33 33* 34 34*35 35% 36 36°*37 37* 38 38* CP3 (CPS




PM 52 52* 53 53* 54 54*55 55* 56 56* 57 57*58 58°

PM 59 59* 60 60* 61 61* 62 62* 63 63* 64 64*CP2

PM 65 65* 66 g6+ 67 67°* 68 68* 69 69* 70 70*CP3
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PM 71 71* 72 72* 73 73*74 74* 75 75* 76 76* CN CP1 PM 83 83* B4 B84* 85 B85* 86 B6* B7 87* 88 88* 89 89*

PM 77 77* 78 78* 79 79* 80 80* 81 81* 82 82* CP2Z CP3
PM 90 90* 91 91* CP3CP4




PM 92 92* 93 93* 94 94* 95

PM 99 99* 100 100*CN CP3 CP4

95* 96 96* 97 97* 98 9o+

CN CP3 CP4 CP5
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