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RESUMO 

 

 A sífilis é uma infecção sexualmente transmissível (IST) de grande impacto e 

importância na saúde pública no Brasil e no mundo. O diagnóstico dessa doença nem 

sempre é fácil e nos casos de sífilis congênita (SC) é ainda mais difícil e tem sido feito 

por uma combinação de critérios clínicos e laboratoriais. Os métodos de detecção 

molecular de Treponema pallidum começaram a ser utilizados para facilitar o diagnóstico 

em diferentes estágios da doença, e para a genotipagem. O sucesso dessas metodologias 

depende também, de etapas pré analíticas como a coleta, o tipo de amostra, e da extração 

do DNA em quantidade e qualidade adequadas. Nosso estudo teve como objetivo detectar 

o T. pallidum de amostras clínicas por Reaçao em cadeia de polimerase (PCR) utilizando 

o gene tpp47 como alvo para amplificação, fazer uma comparação entre diferentes 

métodos de extração de DNA, mostrar a detecção dessa bactéria em amostras de sangue 

fixado em cartão (SFC), coletadas de recém-nascidos, comparadas a amostras de líquido 

cefalorraquidiano (LCR), e  definir os genótipos circulantes a partir  de DNA extraído de 

amostras de swabs de úlcera de pacientes com suspeita de sífilis. Para a extração de DNA,  

três métodos foram comparados, um in house (sonicação) e dois comerciais LGC (Brasil) 

e o PureLink® Mini Kit de DNA Genômico (Thermo Fisher Scientific, EUA). Os 

resultados de PCR  foram comparados ao sequenciamento dessas amostras, que foram 

utilizados como referência. Cada método foi avaliado com base na detecção de T. 

pallidum por PCR. A sensibilidade e concordância dos métodos de extração PureLink, 

sonicação e LGC foram 100% (K=1,0), 96,5% (K=0,96) e 72,4% (K=0,694), 

respectivamente. A especificidade foi de 100% com os três métodos. A sensibilidade e 

especificidade da detecção de T. pallidum por PCR a partir de SFC de recém-nascidos 

foram 63,3% e 100%, respectivamente com concordância substancial (K=0,619) o que 

pode auxiliar no diagnóstico neonatal. A genotipagem de T. pallidum pelo método 

Multilocus Sequence Typing (MLST) de 20/26 amostras positivas para sífilis em PCR 

mostrou quatro perfis alélicos distintos (o perfil mais encontrado foi o 27.3.1), dentro de 

dois complexos clonais (SS-14 e o Nichols). Além disso, a mutação A2058G no gene 

23SrDNA que confere resistência aos antibióticos macrolídeos (azitromicina) só não foi 

identificada em uma amostra. Nossos resultados demonstram que a detecção do T. 

pallidum por PCR é viável, e que a forma de extração do DNA tem muita influência no 

resultado do teste. Verificamos que algumas cepas do T. pallidum tem circulação 



  

 

mundial, mas que na nossa região não existe muita variabilidade, e encontramos a 

mutação que causa resistência aos antibióticos macrolídeos, na grande maioria das 

amostras avaliadadas, o que aponta para a necessidade de adequar o tratamento de 

segunda escolha para essa doença.    

 

Palavras-chave: T. pallidum, PCR, MLST, sífilis, diagnóstico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

ABSTRACT 

 

 Syphilis is a sexually transmitted infection (STI) of significant impact and 

importance on public health in Brazil and worldwide. Diagnosis of this disease is not 

always easy and in cases of congenital syphilis (CS) it is even more difficult and has been 

done by a combination of clinical and laboratory criteria. Molecular detection methods 

for Treponema pallidum began to be used to facilitate diagnosis at distinct stages of the 

disease, and for genotyping. The success of these methodologies also depends on pre-

analytical steps such as collection, the type of sample, and DNA extraction in adequate 

quantity and quality. Our study aimed to detect T. pallidum from clinical samples by 

polymerase chain reaction (PCR) using the tpp47 gene as target for amplification, to make 

a comparison between different methods of DNA extraction, to show the detection of this 

bacterium in fixed blood samples. on cardboard (CFS), collected from newborns, 

compared to cerebrospinal fluid (CSF) samples, and to define the circulating genotypes 

from DNA extracted from ulcer swab samples from patients with suspected syphilis. For 

DNA extraction, three methods were compared, one in house (sonication) and two 

commercial LGC (Brazil) and the PureLink® Mini Genomic DNA Kit (Thermo Fisher 

Scientific, USA). PCR results were compared to the sequencing of these samples, which 

were used as a reference. Each method was evaluated based on the detection of T. 

pallidum by PCR. The sensitivity and agreement of the PureLink, sonication and LGC 

extraction methods were 100% (K=1.0), 96.5% (K=0.96) and 72.4% (K=0.694), 

respectively. Specificity was 100% with the three methods. The sensitivity and specificity 

of PCR detection of T. pallidum from newborn CFS were 63.3% and 100%, respectively, 

with substantial agreement (K=0.619) which may help in the neonatal diagnosis. 

Genotyping of T. pallidum by the multilocus sequence typing (MLST) method of 20/26 

syphilis positive samples in PCR showed four distinct allelic profiles (the most common 

profile was 27.3.1), within two clonal complexes (SS- 14 and Nichols). In addition, the 

A2058G mutation in the 23S rDNA gene, which confers resistance to macrolide 

antibiotics (azithromycin), was not identified in only one sample. Our results 

demonstrated that the detection of T. pallidum by PCR is feasible, and that the way in 

which the DNA is extracted has a profound influence on the test result. We found that 

some strains of T. pallidum have worldwide circulation, but that in our region, there is 

not much variability, and we found the mutation that causes resistance to macrolide 



  

 

antibiotics in the vast majority of the samples evaluated, which points to the need to adapt 

the second-line treatment for this disease. 

  

Keywords: T. pallidum, PCR, MLST, syphilis, diagnosis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A sífilis é uma doença grave, infectocontagiosa, polimórfica, que intercala 

períodos sintomáticos e assintomáticos. Constitui uma patologia muito antiga conhecida 

desde o século XV, e que surgiu primariamente na Europa, disseminando-se para os 

outros continentes.  A designação syphilis foi adotada no fim do século XVIII, resultante 

da analogia com syphilus, um pastor protagonista de um poema intitulado “Syphilis vive 

morbus gallicus”, publicado em 1530, e escrito por Hieronymus Fracastorius (1478-

1553), um médico e filosofo de Verona. No poema, a doença sofrida pelo pastor é 

descrita. Já Jean Fernel (1506-1558) introduziu o termo mais habitualmente conhecido da 

doença - lues venereum (lues provém do latim que significa praga ou pestilência), que 

originariamente foi aplicada a qualquer doença venérea, tendo se tornado sinônimo de 

sífilis no início do século XX (Castro, 2004).  

As principais vias de transmissão são a sexual e a vertical. Além das lesões 

cutaneomucosas das fases primária ou secundária que, em geral, apresentam completa 

remissão mesmo na ausência de tratamento, a sífilis adquirida pode acarretar 

manifestações graves e irreversíveis. A invasão do sistema nervoso é comum na sífilis 

secundária e por vezes, pode se apresentar com sinais meníngeos e comprometimento dos 

pares cranianos, onde a sífilis terciária tornou-se mais rara após o advento dos 

antibióticos. Neste estágio, as três manifestações mais comuns são: (a) gomas sifilíticas, 

(b) sintomas neurológicos e (c) alterações cardiovasculares. Além das consequências 

diretas, há extensa evidência que a sífilis facilita o risco de transmissão pelo HIV (Vírus 

da Imunodeficiência Adquirida), seja por representar um marcador de comportamentos 

de risco, seja pelo aumento da transmissibilidade decorrente da quebra da barreira cutânea 

e da presença de células inflamatórias ao nível das lesões cutaneomucosas (Lafond e 

Lukehart, 2006; Cohen et al., 2013; Taylor et al., 2014).  

Em países de renda mais alta, também se identifica a ocorrência de casos de sífilis, 

ainda que em menor magnitude e com incidência preferencial em alguns subgrupos 

populacionais (ECDC, 2018). Na América do Norte há recrudescência da sífilis adquirida. 

Há uma evidente diferença na incidência entre homens (9.3 casos por 100.000 habitantes) 

e mulheres (0.9 casos por 100.000 habitantes) (USA, 2012). Além disso, nem todos os 

subgrupos populacionais são afetados com a mesma intensidade. Em 2011, 72% das 
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notificações eram de homens que fazem sexo com homens (HSH), especialmente os 

jovens. Nas periferias de grandes áreas metropolitanas, os negros heterossexuais de baixo 

nível socioeconômico são os mais atingidos (Cohen et al.,2013). Também na Europa a 

população de HSH é afetada desproporcionalmente (ECDC, 2018).  

A prevalência da sífilis em gestantes e seus desfechos desfavoráveis, com dados 

coletados mundialmente em 97 países, são de aproximadamente 1,36 milhões de casos de 

mulheres que apresentaram sífilis ativa durante a gestação, sendo que uma grande 

proporção delas não recebeu tratamento, ou se recebeu, foi de maneira inadequada 

(Newman et al., 2013). Prevalências de sífilis na gestação foram aferidas conforme 

referenciadas em estudo de validação de testes rápidos para o diagnóstico da sífilis em 

gestantes, obtendo os seguintes resultados: Amazonas, Brasil, 1,36% (64/4695); 

Guangdong, China, 1,9% (109/5272); Lima, Peru, 1,0% (146/15.985); Geita, Tanzânia, 

10,9% (6.345/58.249); Kampala, Uganda, 5,3% (690/13.131); Lusaka, Zâmbia, 9,2% 

(1050/11.460) (Newman et al., 2013).   

O Brasil apresenta um estado de hiperendemia de sífilis e, por conseguinte, de 

sífilis congênita. O país atualmente pode ser considerado um país de média renda com 

um sistema de saúde pública sem custo para o usuário e dito universal. Entretanto, a 

população enfrenta graves dificuldades para acesso. A sífilis congênita é um agravo de 

notificação compulsória desde 1986. No boletim epidemiológico do Brasil de 2021, 

observa-se que a sífilis adquirida, agravo de notificação compulsória desde 2010, teve 

uma taxa de detecção de 54,5 casos por 100.000 habitantes, em 2020. Também em 2020, 

a taxa de detecção de sífilis em gestantes foi de 21,6/1.000 nascidos vivos; a taxa de 

incidência de sífilis congênita, de 7,7/1.000 nascidos vivos; e a taxa de mortalidade por 

sífilis congênita, de 6,5/100.000 nascidos vivos. Embora se observe uma diminuição dos 

casos de sífilis em quase todo o país, cabe ressaltar que parte dessa redução pode estar 

relacionada à identificação de problemas de transferência de dados entre as esferas de 

gestão do SUS. Esta diminuição também pode estar relacionada a uma subnotificação dos 

casos no Sinan, devido à mobilização local dos profissionais de saúde ocasionada pela 

pandemia de covid-19 (Brasil, 2021). 

O boletim epidemiológico oficial de sífilis congênita de 2021 apresenta uma 

incidência de 7,7 por 1.000 nascidos vivos no ano de 2020, sendo que o estado do Rio 

Grande do Sul, no mesmo período apresentou incidência de 12,9 casos por 1.000 nascidos 
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vivos (Brasil, 2021). A subnotificação existe e sua dimensão é desconhecida. Um estudo 

em um hospital que atende 60% dos partos na região centro-oeste do país, apresentou a 

incidência de 9,9 casos por 1.000. Quando comparado com os dados epidemiológicos 

oficiais do município, apenas 36% haviam sido notificados (Araujo et al., 2012). Há, 

portanto, um longo caminho para atingir os níveis de “eliminação para fins de saúde 

pública”.  A Organização Mundial de Saúde (OMS) estabelece como aceitável para fins 

de eliminação a ocorrência de até 0,5 casos por 1.000 nascidos vivos (WHO, 2019). 

Apesar do Brasil ter obtido avanços significativos no controle da transmissão vertical do 

HIV, ainda existe ineficácia das medidas de controle da sífilis congênita (Benzaken et 

al.,2020) 

 

1.1 AGENTE ETIOLÓGICO 

 

A sífilis é causada pelo agente etiológico Treponema pallidum subespécie 

pallidum (Carlson et al., 2011; Luo et al., 2021).  

 

O gênero Treponema  pertence à ordem das Spirochaetales que está subdivida em 

duas famílias: Spirochataceae e Leptospiraceae. Possui sete gêneros, mas apenas três de 

interesse na medicina, o Treponema, a Borrelia e a Leptospira (Castro, 2004; Castro et 

al., 2009; Brasil, 2016). O T. pallidum apresenta uma membrana citoplasmática associada 

à outra membrana mais externa. São anaeróbios estritos ou microaerófilos, em forma de 

uma espiroqueta, bacilos helicoidais, móveis, com movimentos de rotação e translação e 
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com flagelos periplasmáticos inseridos em suas extremidades, com dimensões que variam 

entre 5 e 20 µm de comprimento e 0,1 a 0,2 µm de espessura (Castro, 2004; Fraga et al., 

2014). Caracteriza-se por ser um microrganismo espiralado e fino, que gira em torno do 

seu maior comprimento e que faz movimentos característicos para frente e para trás, o 

que facilita a sua penetração nos tecidos do organismo hospedeiro. A motilidade, a 

capacidade de aderir às células e a quimiotaxia contribuem para a virulência desse 

patógeno, resultando na extrema capacidade de invasão, rápida fixação em superfícies 

celulares e penetração nas junções endoteliais e nos tecidos (Brasil, 2016). É um 

microrganismo com impossibilidade de cultivo em meios de cultura, tem baixa resistência 

ao meio ambiente e é sensível ao sabão e a desinfetantes, ressecando rapidamente ao ar 

livre (Brasil, 2016). 

O T. pallidum tem um único cromossomo circular de 1.138.006 pb (pares de base), 

com 1.041 sequências codificadoras e com um conteúdo de 52.8% de C/G (Fraga et al., 

2014). Os dois genes de maior interesse para realizar o diagnóstico por biologia molecular 

são o da DNA polimerase, conhecido como polA, cujo tamanho é 2.994 pb.  O segundo 

é o tpp47, um gene que codifica uma proteína de membrana envolvida na síntese da 

parede celular (Liu et al., 2001; Ageron 1 et al., 2015; Thell et al., 2020). 

 

1.2 A DOENÇA 

 

 Durante a evolução natural da doença ocorrem períodos de atividade com 

características clínicas, imunológicas e histopatológicas distintas e períodos de latência, 

nos quais não se observa a presença dos sinais ou sintomas (Castro, 2004, Lou et al., 

2020).  

A sífilis pode ser classificada pelo método de transmissão, sendo assim sífilis 

adquirida ou congênita. Na adquirida, a forma mais comum é a sexual, porém existem 

casos de transmissão por transfusão sanguínea ou por inoculação acidental. Na congênita, 

ocorre a transmissão da mãe para o filho durante a gestação (Passos et al., 2004; Brasil, 

2016). 

 A sífilis pode também ser classificada conforme suas fases:  
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• Primária: O período de incubação da doença nesta fase é de 2 a 3 semanas. 

Normalmente forma uma pápula nos órgãos genitais, que aos poucos se transforma numa 

úlcera não dolorosa. Geralmente chamada de cancro duro, costuma desaparecer depois de 

3 a 6 semanas mesmo sem tratamento, o que leva a uma sensação de cura, porém a 

bactéria continua se multiplicando neste período (Castro, 2004; Brasil, 2016).   

• Secundária: Ocorre em cerca de 25% a 35% dos pacientes não tratados, passa do 

cancro duro para a sífilis disseminada pelo organismo. Essa forma da doença se manifesta 

com erupções na pele, palmas das mãos e solas dos pés. Também pode aparecer febre, 

mal-estar, perda de apetite, dor nas articulações, queda de cabelo, lesões oculares e 

aparecimento de linfonodos difusamente pelo corpo. Outra lesão típica da sífilis 

secundária é a condiloma lata, que é uma lesão com aspecto de verruga que surge 

normalmente próximo do local da lesão da sífilis primária. Porém, há casos em que o 

paciente quase não apresenta lesão aparente, tendo apenas alguns incômodos e não 

procure ajuda médica. Assim como na sífilis primária, os sintomas desaparecem 

espontaneamente sem qualquer tratamento, e pode evoluir ou não para outras formas de 

sífilis (Castro, 2004; Brasil, 2016). 

• Latente: É uma fase em que não existem sintomas, mas os exames sorológicos 

fornecem resultados positivos. Essa fase latente pode ainda ser dividida em precoce, 

quando a contaminação ocorreu a menos de um ano, e tardia quando a infecção foi há 

mais de um ano (Castro, 2004; Brasil, 2016). 

• Terciária: Nesta fase a doença é grave. Costuma se apresentar por grandes lesões 

ulceradas que podem acometer pele, ossos e órgãos internos. Também é chamada de goma 

sifilítica. Pode ainda atingir a artéria aorta, causando aneurismas e lesões da válvula 

aórtica. Neste caso, denomina-se de sífilis cardiovascular. Também é possível que atinja 

o sistema nervoso central, causando a neurossífilis, levando a demência, acidente vascular 

cerebral (AVC), meningite e problemas motores por lesão da medula e dos nervos 

(Castro, 2004; Castro et al., 2016; Brasil, 2016). 

• Congênita: Causada pela infeção do T. pallidum adquirido pela mãe em qualquer 

fase da gestação ou até durante o parto. É confirmado por testes sorológicos feitos na mãe 

e na criança. A sífilis congênita pode ser dividida em etapa precoce, onde o diagnóstico 

é realizado até os dois anos de idade, incluindo os natimortos, e etapa tardia, com o 

diagnóstico após os dois anos, onde ela se manifesta normalmente na puberdade, afetando 
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ossos, dentes e sistema nervoso. Os sintomas clínicos variam entre prematuridade, baixo 

peso ao nascer, hepatomegalia, com ou sem esplenomegalia, erupções cutâneas e 

alterações ósseas, apesar de que a maior parte dos recém-nascidos nasce sem qualquer 

sintomatologia. Na gestação, a sífilis congênita se manifesta com abortamento, 

nascimentos prematuros ou nascimentos seguidos de morte. Ao nascer, a criança com 

sífilis congênita pode apresentar lesões bolhosas, ricas em treponemas, na palma das 

mãos, planta dos pés, ao redor da boca e do ânus (Castro, 2004; Maurissa, 2009; Brasil, 

2016). 

 O tratamento para a sífilis é bastante simples, mas nem sempre utilizado. Na fase 

primária ou recente, o tratamento é penicilina benzatina 2.400.000 UI dose única. Na 

sífilis recente, mas já secundária ou latente, com menos de um ano – penicilina benzatina 

4.800.000 UI em duas doses semanais de 2.400.000 UI. Na sífilis tardia, terciária ou 

latente, com mais de um ano, e na sífilis com tempo desconhecido – penicilina benzatina 

7.200.000 em três doses semanais de 2.400.000 UI. Para a sífilis congênita deve-se 

primeiro verificar se a mãe foi tratada ou não, e então seguir algoritmos preparados pelo 

Ministério da Saúde (MS), onde se leva em conta a sintomatologia no recém-nascido e 

seus exames sorológicos, entre outros. Outras drogas também foram testadas 

recentemente, mas não demonstraram atividade superior à da penicilina, devendo ser 

mantidas como drogas de segunda linha (Brasil, 2015). Drogas alternativas foram 

utilizadas em pacientes alérgicos a penicilina, e dentre elas a azitromicina (macrolídeos) 

tem a vantagem de ser administrada dose única, sendo assim apresentando alta adesão. 

Porém foram relatadas falhas no tratamento, que indicam uma resistência a essa classe de 

antibióticos, e Lukehart et al. (2004) identificou uma mutação no gene que codifica para 

RNA ribossomal 23S do T. pallidum. Essa mutação A→G na posição 2058 (A2058G), 

que é uma troca de adenina (A) por guanina (G), em testes in vivo, confirmaram a 

resistência induzida pela mutação no gene 23SrRNA. 

 

 1.3 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 
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O diagnóstico da sífilis, diferente de outras infecções bacterianas, não é feito por 

isolamento ou cultura do agente etiológico, sendo realizado por um combinado de 

achados clínicos e exames laboratoriais (Ageron 2 et al., 2009; Theel et al., 2020). 

Para o diagnóstico laboratorial da sífilis é de extrema importância que se considere 

cada estágio da doença, pois eles possuem particularidades que podem interferir na 

escolha dos testes (Brasil, 2016, Theel et al., 2020). 

 O diagnóstico presuntivo depende de testes, que podem ser divididos em 

sorológicos ou indiretos, e os diretos. Dentre os sorológicos temos os treponêmicos (são 

específicos para o T. pallidum), e os não treponêmicos. Os testes diretos são aqueles que 

pesquisam o agente, que nesse caso pode ser a microscopia de campo escuro, a 

imunofluorescência direta e os testes moleculares. Usualmente três testes não-

treponêmicos são utilizados: o VDRL (Venereal Disease Research Laboratory) em 

lâmina, o teste RPR (Rapid Plasmatic Reagin) e o TRUST (Toluidine Red Unheated 

Serum Test), como forma de rastreamento no primeiro e terceiro trimestres e no momento 

do parto. Em caso de sorologia não-treponêmica reagente, idealmente, são utilizados os 

testes treponêmicos como testes confirmatórios. A maior parte deles utiliza anticorpos 

recombinantes do tipo IgM e IgG: TPHA (T. pallidum Haemagglutination Test), MHA-

TP (Micro-Haemagglutination Assay for T. pallidum), TPPA (T. pallidum Passive 

Particle Agglutination Test), FTA-abs (Fluorescent Treponemal Antibody Absorption 

Test), EIA (Treponemal Enzyme Immunoassay), CIA (Chemiluminescence 

Immunoassay) e IgG Immunoblot Test para T. pallidum (Janier et al., 2014; Lou et al., 

2021). Laboratórios, especialmente os com grande volume de amostras, tem iniciado o 

rastreamento com testes treponêmicos automatizados do tipo Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) seguidos de confirmação e titulação pelos testes não 

treponêmicos. Esse sistema tem sido denominado “fluxograma reverso”. Nessa situação, 

ainda é importante a realização de teste não treponêmico quantitativo para o seguimento 

da evolução pós-tratamento. Mais recentemente foram disponibilizados os testes rápidos, 

sendo usados como exames de rastreamento. Esse método tem a grande vantagem de ser 

realizado no momento do atendimento, sem necessidade de refrigeração ou de 

equipamentos. Desta maneira é possível que se evite a perda de seguimento e, 

consequentemente, a ausência de tratamento (Tsang et al., 2011; Mabey et al., 2013; 

Morshed et al., 2014, Yi et al., 2018).  
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No recém-nascido, em especial na ausência de sintomas, o que representa 60% 

dos recém-nascidos com sífilis, o diagnóstico da sífilis congênita depende exclusivamente 

de testes diagnósticos e pode ser bastante difícil (Herremans et al., 2010; Benzaken et al., 

2020). Não existe teste ideal que, isoladamente, ofereça o diagnóstico da sífilis neste 

contexto. Os testes definitivos são aqueles que identificam o agente etiológico T. pallidum 

(diretos). O Rabbit Infective Test (RIT), utilizado tradicionalmente em pesquisa, não é 

utilizado no contexto clínico (Tsang et al., 2011). A microscopia de campo escuro e a 

imunofluorescência direta podem ser utilizadas (Buffet et al., 2007; Lou et al., 2021), mas 

um resultado negativo não indica obrigatoriamente a ausência de infecção, uma vez que 

sua sensibilidade é variável. A interpretação dos testes sorológicos do recém-nascido é 

prejudicada pela presença de anticorpos maternos que atravessam passivamente a barreira 

placentária (Herremans et al., 2010). O seguimento sorológico do recém-nascido também 

pode oferecer o diagnóstico a posteriori. No entanto, postergar o tratamento de um recém-

nascido em risco para sífilis congênita, enquanto aguarda a evolução sorológica, é uma 

prática indesejável e arriscada. Dos testes sorológicos, os mais sensíveis são os de 

detecção de IgM específica anti-T. pallidum. Três técnicas são utilizadas para essa 

detecção: 19S FTA-ABS, IgM Immunoblots e IgM ELISA. A sensibilidade e 

especificidade desses testes aumentaram muito com o advento das duas últimas técnicas 

(Tsang et al., 2011). 

A incidência de neurossífilis vem aumentando em todos os países, incluindo os 

Estados Unidos (Marra et al., 2018), que se observa esse incremento na atividade clínica 

diária nos serviços públicos e privados. O VDRL no líquor segue sendo o padrão ouro 

para diagnóstico, mas não é sempre positivo na presença de doença neurológica (Berger 

et al., 2014). As alterações na celularidade e bioquímica no líquor dos pacientes com 

neurossífilis são encontradas em outras doenças, em especial na infecção pelo HIV que 

se apresenta frequentemente superposta.  Assim, fica estabelecida a carência de testes 

diagnósticos confiáveis para o diagnóstico de neurossífilis em pacientes sintomáticos e 

assintomáticos. Essa carência foi reconhecida como um gap em recente reunião 

internacional para estabelecer prioridade de pesquisa em sífilis, e deve ser corrigido por 

meio de pesquisa operacional (Kersh et al., 2018). 

Nos últimos anos houve uma verdadeira explosão de novas técnicas para o 

diagnóstico de diversas patologias através da análise do DNA, sendo estas cada vez mais 

simples, acessíveis e eficientes. Atualmente podemos analisar sequencias de DNA 
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simultaneamente, permitindo fazer um perfil dos genes de um tipo celular. Se comparadas 

as técnicas iniciais da biologia molecular, as utilizadas na atualidade são mais poderosas 

e sensíveis (Brischetto et al., 2018; Theel et al., 2020). 

A técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) ainda é a técnica mais usada, 

apesar de estar sendo aperfeiçoada a cada dia, já está praticamente toda automatizada e 

realizada em tempo real. Esta plataforma faz diminuir o tempo e riscos de contaminações, 

e ainda pode ser associada a outras técnicas (Theel et al., 2020; Lou et al., 2021). Os 

métodos de detecção de DNA associados ao PCR mais relatados envolvem a eletroforese 

em gel de agarose, utilizando brometo de etídio ou fluoróforos, tendo como inconveniente 

a instabilidade e os riscos associados a utilização de materiais radioativos ou 

mutagênicos.  

Com a falta de um método de diagnóstico rápido, confiável e específico 

principalmente na fase primária da sífilis, isto se torna um sério problema de Saúde 

Pública. A detecção da doença na sua fase inicial é de vital importância para o início 

efetivo do tratamento, evitando assim a utilização inadequada de medicamentos 

potencialmente tóxicos, como também para interromper a cadeia de transmissão (Brasil, 

2016; Theel et al., 2020). 

No entanto, para o diagnóstico da sífilis, ainda não temos uma técnica padrão. 

Existem vários artigos publicados que divergem sobre as técnicas e as sequências dos 

primers, como a tp0105, tpp15, tpp47 e tp1016, e sobre os diferentes métodos de extração 

do DNA da amostra. A quantidade de alvos utilizados tende a variar de um a três genes. 

A maior parte desses testes utilizam primers para genes que codificam lipoproteínas de 

membranas, o que se torna favorecido pelo fato de o T. pallidum ter regiões geneticamente 

conservadas (Castro, 2004; Ageron1 et al., 2015; Theel et al., 2020, Shukalek et al., 2021). 

A detecção da doença na sua fase inicial é de vital importância para o começo 

efetivo do tratamento, como também para interromper a cadeia de transmissão e dos 

danos por elas causados (Lou et al., 2021).  

 O diagnóstico definitivo da infecção pelo T. pallidum por meio da biologia 

molecular foi um grande avanço. É sabido que o agente etiológico da sífilis não é 

cultivável e vale mencionar que os testes utilizados na prática clínica oferecem um 

diagnóstico presuntivo. Os testes definitivos, até então, eram utilizados exclusivamente 

na pesquisa (inoculação em testículo de coelho), ou apresentavam exigências técnicas 
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elevadas, ou sensibilidade aquém do ideal (microscopia de campo escuro ou 

imunofluorescência direta) (Lou et al., 2021). 

 Para todas as síndromes clínicas causadas por esses agentes: úlceras genitais, 

corrimentos uretrais e vaginais, verrugas genitais e doença inflamatória pélvica, foram 

desenvolvidos testes de biologia molecular, seja para um agente isoladamente, seja para 

um conjunto de agentes fazendo uso dos testes denominados multiplex, onde o DNA alvo 

dos diferentes microrganismos causadores de determinada síndrome são pesquisados 

simultaneamente (Ageron 2 et al., 2015).  

 Em Alberta, Canadá, foram examinados 87 espécimes de 68 pacientes atendidos 

em duas clínicas urbanas de infecções sexualmente transmissíveis. A PCR foi utilizada 

para amplificar os principais genes do T. pallidum, bem como uma região específica do 

gene 23S rRNA ligada a susceptibilidade a antibióticos macrolídeos. Nos casos de sífilis 

primária, a PCR foi positiva com uma sensibilidade de 75% em swabs com material 

obtido de úlceras, mas não em amostras de sangue, enquanto em casos de sífilis 

secundária, 50% das amostras de sangue foram positivas por PCR. Quatro casos de sífilis 

PCR-positivos foram causados por uma cepa resistente à azitromicina. Os resultados 

confirmaram que os swabs das úlceras primárias são os espécimes de escolha para fins de 

diagnóstico laboratorial (Tsang et al., 2011). 

 Outro estudo revelou o uso da PCR para a detecção do T. pallidum como sendo 

um método válido para diagnosticar a sífilis através da análise de uma coorte de 273 

pacientes na França e Suíça. O método molecular foi comparado a uma combinação de 

microscopia de campo escuro, como método de referência e testes sorológicos, onde foi 

verificado que a acurácia diagnóstica da PCR foi maior que a da microscopia (Ageron 2 

et al., 2015). Também se tem observado a aplicação do ensaio nested PCR para detecção 

do DNA de T. pallidum no sangue de pacientes com diferentes estágios de sífilis. Na 

pesquisa de Wang et al. (2018), foi desenvolvido um nested PCR com os genes tpp47 e 

polA para identificar a presença da sífilis em sangue total das amostras coletadas de 262 

pacientes com diferentes estágios de sífilis (84 sífilis primária, 97 sífilis secundária e 81 

pacientes com sífilis latente). O ensaio de PCR detectou DNA de T. pallidum em 53,6% 

e 62,9% dos pacientes com infecção primária e sífilis secundária, respectivamente. Os 

resultados indicaram que o nested PCR é um método sensível para detectar o T. pallidum 

no sangue e é especialmente útil para detectar sífilis precoce, incluindo primária e 
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secundária. Os resultados também sugerem que o ensaio de PCR pode ser usado para 

complementar outros métodos para melhorar o diagnóstico da sífilis. Todas essas 

comparações sobre qual a melhor técnica molecular para a detecção do T. pallidum, estão 

mais bem explicadas no artigo de revisão que foi publicado e está apresentado nos 

resultados como capítulo 1. 

 

1.4 GENOTIPAGEM DE T. pallidum 

 

 Nas últimas décadas a biologia molecular vem obtendo papel cada vez mais 

importante no diagnóstico das doenças infecciosas. Isso é verdadeiro também no caso das 

infecções de transmissão sexual (IST). No caso da sífilis, estudos sobre o T. pallidum são 

bem complexos e, ferramentas moleculares se tornam muito úteis para a determinação da 

diversidade e epidemiologia das infecções. Além de ter o potencial de aprimorar o 

tratamento clínico, os métodos de prevenção e controle, também podem contribuir para o 

melhor entendimento sobre aquisição e transmissão da sífilis (Shukalek et al., 2021). 

 

Outra ferramenta bastante útil no entendimento da dinâmica epidemiológica da 

infecção é a genotipagem do T. pallidum. Isso é importante para a estimativa do impacto 

da doença, monitoramento das tendências epidemiológicas e para a avaliação das 

atividades de controle, além da identificação de tipos com maior potencial de doença 

invasiva ou resistência aos macrolídeos. Portanto, considerando as dificuldades 

diagnósticas e a factibilidade e as vantagens do uso da biologia molecular no diagnóstico 

da sífilis, estudos têm sido realizados com o objetivo de identificar os tipos de T. pallidum 

presentes em lesões primárias de pacientes atendidos em clínicas especializadas de 

doenças sexualmente transmissíveis (Peng et al., 2011; Gomes et al., 2013; Grillova et 

al., 2018). 
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Em 1998, Fraser e colaboradores realizaram o sequenciamento completo do 

genoma do T. pallidum (cepa Nichols – GenBank AE000520.1), o que forneceu dados 

para o desenvolvimento de sequências alvo para os protocolos de PCR. Também no ano 

de 1998, pesquisadores do Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 

publicaram o primeiro método molecular para distinguir os subtipos de T. pallidum. O 

método se baseava (a) na determinação do número de repetições de 60 pb do gene arp e 

(b) na análise do polimorfismo por RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

do gene tpr (Fraser et al., 1998; Pillay et al., 1998; Casal et al., 2011; Ho e Lukehart, 

2011). Este método de caracterização do T. pallidum introduzido por Pillay e 

colaboradores (1998) é designado como esquema de CDC-Typing (CDCT), que usa o 

número de repetições de 60 pb no gene arp (TP0433) juntamente com o polimorfismo de 

comprimento de fragmento de restrição da tprE (TP0313), tpr L (TP0317), e de trp J 

(TP0621). Posteriormente, o CDCT foi complementado incluindo o número de repetições 

no gene rps A (TP0279) (CDCT- rps A) ou por análise de sequência adicional do lócus 

TP0548, que era conhecido como o sistema de Enhanced CDC Typing - tipagem CDC 

Aprimorado (ECDCT) (Grillova et al., 2018). 

Esses métodos foram questionados devido a uma possível variabilidade intra-

estirpe dos lócus arp e tpr, e assim foi introduzida a tipagem molecular baseada em 

sequenciamento – Sequencing Based Molecular Typing (SBMT), que determinou as 

sequências de rDNA TP0136, TP0548 e 23S. Recentemente, o sistema SBMT foi 

suplementado com sequenciamento adicional de TP0705 e designado como o sistema 

Multilocus Sequence Typing (MLST). A mudança aumentou o poder de resolução 

genotípica de amostras clínicas semelhantes a T. pallidum SS14, que são as amostras mais 

comuns entre amostras clínicas na Europa e nos EUA. Como os dois dos alvos (TP0136 

e TP0548) codificam proteínas de membrana externa, que provavelmente estão sob 

pressão imune do hospedeiro, esses loci representam excelentes alvos para avaliar a 

diversidade de deformação (Pospisilova et al., 2018). 

  Uma grande variedade de subtipos de T. pallidum tem sido encontrada 

mundialmente. O subtipo 14d é o mais prevalente em várias partes do mundo, seguido 

pelos subtipos 14f, 14a, 13d e 15d. 

A tipagem molecular de T. pallidum foi estudada em pacientes de cinco clínicas 

da Carolina do Norte e do Sul (EUA), sendo que as lesões sugestivas de sífilis primária 
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ou secundária foram analisadas por técnicas moleculares para a diferenciação de cepas de 

T. pallidum. As amostras de lesões foram rastreadas quanto à presença de DNA de T. 

pallidum usando PCR para o gene polA e os resultados mostraram que, das 154 amostras 

de lesões que continham o T. pallidum, sete subtipos foram identificados, sendo que de 

um a quatro subtipos foram detectados em cada clínica. Os dados foram considerados 

promissores para as primeiras análises de tipagem do T. pallidum (Pope et al., 2005). 

Na China, também tem sido desenvolvida pesquisas envolvendo a investigação 

dos genótipos de T. pallidum. Um dos estudos realizado em Xangai, durante um período 

de cinco anos (2007 a 2011), analisou swabs genitais de pacientes com sífilis do Hospital 

de Doenças da Pele de Xangai. No total, 304 dos 372 pacientes apresentaram o DNA do 

T. pallidum e foram identificados dezoito tipos, dentre os três genes estudados, e mais 12 

subtipos com uma combinação de dois dos três genes. Os dados obtidos estão de acordo 

com os dados de outras áreas da China (Dai et al., 2012). 

No Brasil, existem poucos estudos moleculares sobre T. pallidum, e estes se 

restringem ao diagnóstico da infecção sifilítica e não a sua genotipagem. Logo, os poucos 

dados que existem sobre a epidemiologia molecular não permitem identificar as 

principais cepas circulantes no país. Os dados obtidos através da caracterização molecular 

do T. pallidum possibilitam um maior entendimento sobre a fisiologia bacteriana 

(metabolismo), sobre a patogênese da sífilis (virulência, motilidade, invasão e evasão 

imune), avaliação da eficácia do tratamento, e dados importantes sobre a resistência 

bacteriana aos macrolídeos (Fraser et al., 1998; Casal et al., 2011; Oliveira, 2016). 

Pacientes atendidos no Ambulatório Souza Araújo – IOC/FIOCRUZ foram 

investigados através de um estudo transversal descritivo para a presença de infecção por 

T. pallidum, com a finalidade de verificar se ferramentas moleculares são úteis para o 

diagnóstico e tipificação da sífilis. O DNA treponêmico foi encontrado em 31 (87%) 

pacientes; 46,6% das amostras testadas foram positivas para o gene 23S rRNA e foram 

examinadas para resistência a macrolídeos. Os resultados demonstraram a boa eficácia do 

diagnóstico molecular da sífilis e na prevalência de subtipos, além de demonstrar a 

existência de cepas mutantes que são resistentes aos macrolídeos. Diferentes genótipos 

de T. pallidum podem ser identificados em um mesmo paciente o que pode significar 

reinfecção ou coinfecção (Oliveira, 2016).  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

O diagnóstico laboratorial existente para ISTs serve para muitos propósitos, está 

repleto de vários desafios e ainda permanece como uma das questões críticas para o 

controle das doenças. Mesmo com todos os avanços científicos na área, grande proporção 

de ISTs é assintomática ou subclínica e, portanto, não é diagnosticada e nem tratada.  

As ISTs são frequentes, têm múltiplas etiologias e apresentações clínicas, e 

causam impacto na qualidade de vida das pessoas, nas relações pessoais, familiares e 

sociais. O diagnóstico e tratamento das pessoas com ISTs e de seus parceiros sexuais 

interrompe a cadeia de transmissão e previne outras infecções e possíveis complicações. 

Se não forem diagnosticadas e tratadas, essas doenças podem causar sérios problemas em 

longo prazo.  

A sífilis ainda é uma doença bastante negligenciada no Brasil, bem como as outras 

ISTs, e facilita o contágio com o HIV e outras infecções. Somado com a falta de um 

método de diagnóstico rápido, confiável e específico, principalmente nas fases primária 

e secundária da sífilis, torna-se um sério problema de saúde pública. A detecção desta 

doença na fase inicial é de vital importância para o início efetivo do tratamento, evitando 

assim a utilização inadequada de medicamentos potencialmente tóxicos, como também 

para interromper a cadeia de transmissão. 

Atualmente é usado um combinado de dois testes sorológicos, um treponêmico e 

um não treponêmico, para poder fornecer um diagnóstico, principalmente na fase 

primária da doença. A introdução das ferramentas moleculares tornou-se cada vez mais 

importante no diagnóstico das ISTs, como é o caso da sífilis, onde o T. pallidum se mostra 

um patógeno complexo, pois esta é uma bactéria não cultivável. Outro aspecto a ser 

considerado é o potencial que o uso da biologia molecular trouxe em aprimorar o 

tratamento clínico, os métodos de prevenção e controle, além de poder contribuir para o 

melhor entendimento sobre aquisição e transmissão da sífilis. Desta forma, amostras 

retiradas de lesões suspeitas de sífilis poderão ser analisadas de forma mais específica, 

vale ressaltar que a amostra adequada, varia conforme a fase da doença, e o tipo de 

extração do DNA também varia conforme a amostra.  No Brasil existem poucos estudos 

sobre a caracterização e diferenciação dos genótipos do T. pallidum, e novas 

caracterizações permitirão elucidar dúvidas sobre a evolução e tratamento da doença. A 
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capacidade de diferenciar estirpes de T. pallidum é importante, para conhecer a 

diversidade de cepas circulantes, monitorizar as alterações na prevalência e distribuição 

geográfica destas ao longo do tempo, e assim determinar que novas estirpes foram 

introduzidas em um determinado local. 

Diante do exposto acima, nota-se que esta situação faz com que os custos fiquem 

extremamente elevados para os sistemas de saúde. Além disso, o conhecimento limitado 

sobre as ISTs em relação às possíveis consequências está sendo identificado como uma 

das barreiras à implementação de programas de prevenção, impossibilitando a realização 

de políticas de saúde pública para educação e orientação da população.  

 

3 OBJETIVO GERAL 

 

 Identificar e genotipar T. pallidum isolados de amostras clínicas no sul do Brasil. 

Além disso, analisar métodos de extração de DNA para otimizar o diagnóstico da sífilis 

por PCR. 

 

 

 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Padronizar a técnica de detecção do T. pallidum por PCR.  

2. Detectar a presença de DNA do T. pallidum em lesões sugestivas de sífilis 

primária e secundária em homens atendidos no Ambulatório de Dermatologia 

Sanitária da Secretaria Estadual de Saúde do RS. 

3. Comparar métodos de extração na detecção do T. pallidum. 
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4. Detectar T.  pallidum em amostras de líquor e sangue de crianças com ou sem 

suspeita de sífilis.  

5. Identificar os genótipos de T. pallidum na população estudada.  

 

 

4 METODOLOGIA E RESULTADOS 

 

 A metodologia, bem como os resultados, serão apresentados na forma de 4 

capítulos, conforme informações abaixo: 

 

Capítulo 1 - Artigo: “Uma revisão das técnicas de detecção molecular de Treponema 

pallidum, qual a mais eficaz”. 

Situação: Publicado na Revista Research, Society and Development, v. 10, n. 9, 2021 | 

ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i9.18478. 

 

Capítulo 2 - Artigo: “Analysis of DNA extraction methods for detection of Treponema 

pallidum: a comparison of three methods”. 

Situação: Publicado na Revista Journal of Microbiological Methods, v. 192, 2022 | ISSN 

0167-7012 | DOI: https://doi.org/10.1016/j.mimet.2021.106383. 

 

Capítulo 3 - Artigo: “Detecção de Treponema pallidum em amostras de sangue fixadas 

em cartão para diagnóstico da sífilis congênita”. 

Situação: Publicado na Revista Research, Society and Development, v. 10, n. 10, 2021 | 

ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i10.19151. 

 

Capítulo 4 - Artigo: “Detection and Molecular typing of Treponema pallidum isolates 

from southern Brazil: Frequent high of macrolide resistance”. 

Situação: Em elaboração. 

 

O artigo relacionado ao tema publicado durante o período do doutorado está em 

anexo. 

   

http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i9.18478
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2021.106383
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i10.19151
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Anexo A: Artigo Publicado na Revista Brazilian Journal of Development. ISSN: 2525-

8761 54921, Curitiba, v.7, n.6, p. 54921-54934 jun. 2021. “Análise da infecção por 

Chlamydia trachomatis e fatores associados em mulheres portadoras do Vírus da 

Imunodeficiência Humana (HIV) e alto índice de coinfecção por Papilomavírus humano 

(HPV) no Maranhão”. DOI:10.34117/bjdv7n6-069. 
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4.1 CAPÍTULO 1 - ARTIGO: “UMA REVISÃO DAS TÉCNICAS DE DETECÇÃO 

MOLECULAR DE Treponema pallidum, QUAL A MAIS EFICAZ”. 
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4.2 CAPÍTULO 2 - ARTIGO: “ANALYSIS OF DNA EXTRACTION METHODS FOR 

DETECTION OF Treponema pallidum: A COMPARISON OF THREE METHODS”. 
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4.3 CAPÍTULO 3 - ARTIGO: “DETECÇÃO DE Treponema pallidum EM AMOSTRAS 

DE SANGUE FIXADAS EM CARTÃO PARA DIAGNÓSTICO DA SÍFILIS 

CONGÊNITA”. 
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4.4 CAPÍTULO 4 - ARTIGO: “DETECTION AND MOLECULAR TYPING 

OF Treponema pallidum ISOLATES FROM SOUTHERN BRAZIL: FREQUENT 

HIGH OF MACROLIDE RESISTANCE”. 

 

Detection and Molecular typing of Treponema pallidum isolates from southern 

Brazil: Frequent high of macrolide resistance 

 

Vera Mileide Trivellato Grassi1; Mauro Cunha Ramos2; Liliane Trivellato Grassi3; Maria 

Rita Castilhos Nicola4 Marcia Susana Nunes Silva5 Maria Lucia Rosa Rossetti6 

 

1 Doctorate Student in Cellular and Molecular Biology Applied to Health, Graduate 

Program in Health (PPGBiosaúde), Universidade Luterana do Brasil (ULBRA), Canoas, 

Brazil.  
2 Master’s in public health, University of California, San Francisco; PhD in Dermatology, 

Universidade Federal do Rio de Janeiro.  
3 Doctorate Student in Biomedical Engineering, Universidade Brasil.  
4 Master in Cellular and Molecular Biology Applied to Health, Universidade Luterana do 

Brasil (ULBRA), Canoas, Brazil. 
5 PhD in Biological Sciences, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), 

DNTech - Desenvolvimento de Novas Tecnologias LTDA. Company approved in the 

Spark Program/RS, financed by FINEP/FAPERGS.  
6 PhD in Biological Sciences and Professor of Cellular and Molecular Biology Applied 

to Health in the Graduate Program in Health (PPGBiosaúde), Universidade Luterana do 

Brasil (ULBRA), Canoas, Brazil. 

 

ABSTRACT 

 

 Syphilis is a sexually transmitted infection (STI) of great importance in public 

health in Brazil and worldwide. There is no precise diagnostic method yet, but molecular 

techniques have allowed the detection and genotyping of Treponema pallidum. In this 

work we detected and genotyped T. pallidum by the multilocus sequence typing (MLST) 

method we made from samples collected in a public clinic in Porto Alegre (southern 

Brazil). Of the 43 samples, 26 were PCR positive for syphilis, and in 20 it was possible 

to fully characterize the bacteria. We found four distinct allelic profiles MLST, the most 

common profile was 27.3.1 within only two clonal complexes (Nichols-like and SS14-
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like). In addition, we also identified the A2058G mutation in the 23S rDNA gene that 

confers resistance to macrolide antibiotics. Of the 26 samples analyzed, only one did not 

have the mutation, which demonstrates a high rate of resistance to this class of antibiotic, 

where the best known is azithromycin. Our study showed that some strains that circulate 

worldwide also circulate here, such as ST 26, which has already been found in several 

other countries. This gives us perspectives for studies on the epidemiology of the disease, 

and shows that, in our region, secondary treatment option should be better evaluated. 

   

Keywords: Genotyping, PCR, Treponema pallidum 

 

INTRODUCTION 

 

Acquired syphilis is a sexually transmitted disease, with a chronic, polymorphic 

and multisystemic evolution, caused by the bacterium Treponema pallidum subspecies 

pallidum. The disease can be asymptomatic, however, when clinical signs occur, they 

include cutaneous-mucous lesions in the primary or secondary phases, but severe and 

irreversible manifestations may also occur. In addition to the direct consequences, the 

disease is a behavioral risk marker and facilitates the transmission of HIV, mainly due to 

the increase in transmissibility resulting from the breakdown of the cutaneous-mucosal 

barrier and the presence of inflammatory cells at the level of the cutaneous-mucous 

lesions (Lafond & Lukehart, 2006; Carlson et al., 2011; Cohen et al., 2013; Taylor et al., 

2014). 

The World Health Organization (WHO), based on prevalence data from 2009 to 

2016, estimated a total of 376.4 million curable Sexually Transmitted Infections (STIs), 

of which 6.3 million cases were syphilis (WHO, 2020). 

There is an increase in incidence in high-income countries, however the impact of 

the disease is much greater in low- and middle-income countries. The analysis of 

epidemiological data on syphilis in Brazil reveals a serious situation. According to the 

epidemiological bulletin of the Ministry of Health, published in 2020, it is observed that 

acquired syphilis, a condition of compulsory notification since 2010, had its detection rate 

increased from 59.1 cases per 100,000 inhabitants, in 2017, to 75.8 cases per 100,000 
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inhabitants, in 2018. In the period from 2010 to 2018, the incidence rate of congenital 

syphilis increased 3.8 times, from 2.4 to 9.0 cases per 100,000 inhabitants (Brasil, 2020). 

  The identification of T. pallidum is difficult because it cannot be cultivated in 

usual culture media (Ageron et al., 2009), although there are advances in this sense 

(Edmondson et al.,2018). Thus, the diagnosis of syphilis is performed by a combination 

of clinical findings and laboratory tests, whose results vary according to the stage of the 

disease (Brasil, 2016). The most used methods can be divided into direct and serological 

assays (Castro et al., 2016; Brasil, 2015; Brasil, 2016; Pereira 2019).  

In the last decade, molecular techniques that analyze genetic material have been 

used both for diagnosis and for genotyping (Brischetto et al., 2018; Theel et al., 2020). 

The Polymerase Chain Reaction (PCR) technique with its variations and DNA 

sequencing has been widely used for the detection and direct identification of T. pallidum, 

providing opportunities for genetic diversity studies to better understand the population 

dynamics of transmission, as well as identification of patterns of virulence and antibiotic 

resistance (Theel et al., 2020; Shukalek et al., 2021; Grassi et al., 2021). 

 Despite this, the available molecular tests are still scarce and even the lack of 

standardization as to the best molecular target makes its use in routine diagnosis difficult 

(Castro, 2004; Ageron et al., 2015; Theel et al., 2020; Shukalek et al., 2021; Grassi et al., 

2021). 

With the complete sequencing of T. pallidum, performed by Fraser et al. in 1998 

(strain Nichols – GenBank AE000520.1), it was possible to evaluate new target sequences 

for PCR protocols and for T. pallidum genotyping. In recent years, the characterization 

of T. pallidum has been improved using genotyping techniques with greater 

discriminatory power between different genotypes, mainly related to the choice of targets 

with greater genomic variability. Among the loci analyzed are genes encoding outer 

membrane proteins (TP0136, and TP0548), virulence factors (tpr Genes), genes that tend 

to have multiple repeats (arp and rpsA), and the 23S rDNA gene related to resistance to 

macrolides, an alternative to the use of penicillin, the antibiotic of first choice in the 

treatment of syphilis (Grillova et al., 2018; Vrbova et al., 2019; Liu et al., 2021).  

One of the first genotyping methods for T. pallidum was created in 1998 (CDC-

Typing) and enhanced in 2010 (E-CDC) and is based on a combination of techniques for 



 62 

 

analyzing regions of the arp, tpr (tprE, tprG and tprJ) and tp0548 genes (Pillay et al., 

1998; Marra et al., 2010; Grillova et al., 2018). 

 More recently, genotyping by the MLST (Multilocus Sequence Typing) method, 

which analyzes loci TP0136, TP0548, and TP0705 by sequencing, has obtained a better 

resolution in the discrimination of T. pallidum genotypes (Grillova et al., 2018; Liu et al., 

2021). Information from MLST characterization studies of T. pallidum carried out in 

different regions of the world were used to create a database that allows epidemiological 

analysis to be carried out (https://pubmlst.org/organisms/treponema-pallidum) (Fraser et 

al., 1998; Pillay et al., 1998; Casal et al., 2011; Ho e Lukehart, 2011; Grillova et al., 2018; 

Pospisilova et al., 2018; Vrbova et al., 2019; Liu et al., 2021).  

 Thus, each different locus characterizes a distinct allele, and the combination of 

alleles defines an allelic profile and sequence type (ST). A clonal complex brings together 

T. pallidum strains with identical allelic or ST profiles (Maiden et al., 2013). 

 In addition to the loci analyzed by MLST, an analysis of the 23S rDNA gene can 

complement the identification of mutations (A2058G or A2059G) related to macrolide 

resistance (Molini et al., 2016).  

In Brazil, molecular studies on T. pallidum are restricted to the diagnosis of the 

infection, not including genotypic studies, therefore, information on molecular 

epidemiology and the main strains circulating in the country is very scarce. 

Thus, our study aimed to detect and genotypically analyze T. pallidum isolated 

from exudate samples from lesions suggestive of syphilis (primary or secondary) in men 

attending a public STI clinic.  

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Men over 18 years of age with eroded or ulcerated lesions suggestive of primary 

or secondary syphilis treated at the STD Unit of the Sanitary Dermatology Ambulatory 

(SDA) were invited to participate. SDA is a public clinic that provides free care in the 

city of Porto Alegre, Rio Grande do Sul (southern Brazil). Samples of exudate from the 

lesions were collected between July 2019 and March 2020, using cotton swabs soaked in 

a 0.9% sodium chloride solution.  
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Data were allocated in Excel spreadsheets, processed, and analyzed. 

Bioinformatics analyzes were performed using the MEGA X (IGEM, Cambridge, UK) 

software and the online tool iTOL(Biobyte, Heidelberg, Germany). 

The project was initiated after approval by the Ethics Committee of the Escola de 

Saúde Pública do Rio Grande do Sul under number 3,232,889, in accordance with 

Resolution 466 of 2012 of the National Health Council. 

 For extraction, the PureLink® Genomic Kit (Invitrogen®, Thermo Fisher 

Scientific, California, USA) was used according to the protocol provided by the 

manufacturer. Briefly, 200 μl of biological sample were used, in proteinase K and RNase 

A solution and buffers for cell lysis. After releasing the DNA, it was stored at a 

temperature of -20ºC until use.  

Detection of T. pallidum was performed using the conventional PCR technique 

using primers KO3 (5' GAAGTTTGTCCCAGTTGCGGTT-3') and KO4 

(5'CAGAGCCATCAGCCCTTTTCA 3') which amplify a 260 bp segment of the tpp47 

gene as described by Palmer et al., 2003. 

The samples were prepared and submitted to the conditions established by the 

author, for DNA amplification. A mixture was prepared with 10X buffer, 1.5 mM MgCl2, 

200 µM of each dNTPs, 25 pmol of each primer and 1.25 U of Taq platinium DNA 

polymerase enzyme (Invitrogem, Thermo Fisher Scientific, California, USA). An initial 

denaturation was performed at 95°C for 2 minutes, followed by a denaturation at 95°C 

for 20 seconds, 62°C for 20 seconds and 72°C for 20 seconds for 35 cycles, and a final 

extension at 72° C for 5 minutes. Amplification was performed in a thermocycler device 

MJ Research PTC 96 (Bioer Technology, China).  

The PCR result was analyzed by electrophoresis on a 2% agarose gel containing 

0.05% ethidium bromide and visualized under ultraviolet light. Positive controls (T. 

pallidum DNA from already sequenced samples) and negative controls (ultrapure water) 

were used for each PCR reaction. 

After the molecular detection of T. pallidum, the PCR positive samples went on 

to the molecular characterization and identification step using the MLST method as 

described by Grillova et al., 2018. The following target genes were used to verify 

macrolide resistance: TP0136, TP0548 eTP0705 and 23SrDNA.  
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Nested PCR was performed with the final mixture of 50 µl in two steps, with the 

first mixture consisting of 10X buffer, 2.0 mM MgCl2, 200 µM of each dNTPs, 1.2 µl of 

primer at 10 pmol and 1.25 U of Taq platinium DNA polymerase enzyme (Invitrogem, 

Thermo Fisher Scientific, California, USA) and 10 µl of extracted DNA. An initial 

denaturation was performed at 95°C for 5 minutes, followed by a denaturation at 95°C 

for 30 seconds, 60°C for 30 seconds and 72°C for 2 minutes, for 35 cycles, and a final 

extension at 72° C for 7 minutes. The second PCR contained the same mixture but using 

5 µl of the amplified product from the first reaction. An initial denaturation was 

performed at 95°C for 5 minutes, followed by a denaturation at 95°C for 30 seconds, 62°C 

for 30 seconds and 72°C for 1 minute and 30 seconds, for 35 cycles, and a final extension 

at 72 °C for 7 minutes. All amplifications were performed in the MJ Research PTC 96 

thermocycler. 

 The sequencing was performed by the company ACTGene Análises Moleculares 

(Porto Alegre – RS - BR) through DNA sequencing obtained from the final PCR products 

of each sample. 

 Analyzes of these contigs sequences were performed using the Bioedit software 

(Tom Hall, Ibis Biosciences, Calsbad, Ca, USA). Alignment was performed using the 

MEGA X software(IGEM, Cambridge, United Kingdom). The concatenation of the three 

sequences of the TP0136, TP0548 and TP0705 alleles were performed using the MEGA 

X software. The phylogenetic tree was constructed using the maximum likelihood method 

using the MEGA X software and editing of the tree was made using the online tool iTOL 

(Biobyte, Heidelberg, Germany). 

 

RESULTS 

 

 Of the 43 samples analyzed, in 26 (60.46%) it was possible to detect T. pallidum 

by PCR. The age of the patients ranged from 19 to 66 years old, all living in the 

metropolitan region of Porto Alegre-RS.  

 Of the 26 positive samples, it was possible to sequence all for TP0705, 23 for 

TP0136 and 22 for TP0548. In 25 samples, the 23S rRNA gene was sequenced (Table 1). 
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Table 1: Typing of T. pallidum by MLST.  

Sample MLST – 136 MLST - 548 MLST-705  23S rRNA1 MLST2 ST3 Clonal complex 

1 27 3 1 R 27.3.1 81 SS14-Like/undefined  

8 9 7 3 R 9.7.3 26 Nichols-like 

9 1 3 1ou 7 R 1.3.7 1 ou 16 SS14-like 

10 1   1 R 1,x,1     

11 27 3 1 R 27,3,1 81 SS14-Like/undefined  

12 27 3 1 R 27.3.1 81 SS14-Like/undefined  

13 27 3 1 R 27.3.1 81 SS14-Like/undefined  

16 9 7 3 R 9.7.3 26 Nichols-like 

18 27 3 1 R 27.3.1 81 SS14-Like/undefined  

19 27 3 1 R 27.3.1 81 SS14-Like/undefined  

20 27 3 1ou7 R 27.3.7 81 ou? SS14-Like/undefined  

21   7 3 R x,7,3     

22 9 7 3 R 9.7.3 26 Nichols-like 

25     3 S       

27 27 3 1 R 27.3.1 81 SS14-Like/undefined  

28 27 3 1 R 27.3.1 81 SS14-Like/undefined 

29 9 7 3 R 9.7.3 26 Nichols-like 

30 27 3 1 R 27.3.1 81 SS14-Like/undefined 

32 27 3 1 R 27.3.1 81 SS14-Like/undefined 

34 27   1   27,x,1     

35 27   1 R 27,x,1     

36 9 7 3 R 9.7.3 26 Nichols-like 

38 27 3 1 R 27.3.1 81 SS14-Like/undefined 

39 27 3 1 R 27.3.1 81 SS14-Like/undefined 

40 27 3 1 R 27.3.1 81 SS14-Like/undefined 

42   3 1 R x.3.1     

1 Macrolide antibiotic resistance coding locus: S = sensitive, R = resistant with A2058G mutation 

2 Allelic profiles based on sequences from TP0136, TP0548 and TP0705 

3 ST: Sequence Type. According to the PubMLST database of Treponema pallidum subsp. Pallidum 

  

 Only 20 DNAs had an identification of MLST typing, ST (sequence type) and 

clonal complex, since they are only assigned when the three loci are characterized. 

It was possible to identify only two clonal complexes or strains, 5 (25%) belonged 

to the Nichols-like clonal complex and 15 (75%) to the SS14-like. 
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 Some approximations can be made in relation to the clonal complex using the 

results of two loci through the pubmlst.org database. In two samples (9 and 20) the region 

that distinguishes alleles 1 and 7 of the TP0705 gene was not sequenced with quality, so 

it was not possible to distinguish, and all samples classified as allele 27 in TP0136 had 

A>G in the position 634, which is a characteristic of allele 1. This mutation causes the 

MLST profile of these samples to be approximation based, and so they were classified as 

belonging to the clonal complex SS14 but could also belong to another undefined 

complex. To clarify these discrepancies, we would need to do a full sequencing of these 

samples. The two samples in which it was not possible to distinguish allele 1 from 7 were 

more similar to the SS14-Like strain, with sample 9 being ST 1 or 16 and sample 20 being 

ST 81 or a new ST. All 13 samples that we achieved complete characterization with the 

ST 81 were most similar to the SS14-Like strain.  

 Only one sample did not have the 2058 mutation in the 23S rRNA gene that causes 

macrolide resistance, precisely a sample that we were unable to complete the typing for 

the characterization of the clonal complex.   

 A phylogenetic tree of the allelic profiles found was assembled. The allelic profile 

9.7.3 corresponds to the Nichols-like strain, all the other profiles found as the 27.3.1 

corresponds to a strain with similarities to SS14 or to an undefined complex, whereas the 

profile sample 9, which can be 1.3.1 or 1.3.7, has a greater similarity to strain SS14. 

Sample 20, which has profile 27.3.1 or 27.3.7, also resembles strain SS14 or an indefinite 

complex, as shown Figure 1.  
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Figure 1: Phylogenetic tree of genotyped allelic profiles. The tree was built using the 

maximum likelihood method using the MEGA X software and the editing of the tree was 

done using the online tool iTOL. Partially typed genotypes were excluded. 

  

 The scale shows that samples 16, 36 and 8 are more related than samples 29 and 

22, the latter more related to the Nichols strain. With the exception of sample 13, all others 

are more related to the SS14 strain. 

 

DISCUSSION 

 

 The technique used in this study showed that detection of T. pallidum by PCR in 

a proportion of (26/43). The diagnosis os syphilis by clinical aspects and other methods 

is presumptive, which makes it difficult to interpret the presence of almost half of patients 

in whom DNA has not been identified. The establishment of specificity and sensitivity of 

the method was not part of the study objective. It is Known that the use of tropical and 

systemic antibiotics before the moment of consultations is a frequent practice, which 

could decrease the presence of the microorganism in the exudate (Brasil, 2021). Since 

syphilis is a self-limited disease and, as the evolutionary status of the lesion’s advances, 

there is also a reduction in the presence of T. pallidum and lesions. Finally, the 

unavailability of rapid immunochromatographic tests for all patients impairs the 
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diagnostic conclusion and, in addition, it is known that many patients with syphilis at the 

beginning of infection have negative results in these tests. Serological follow-up with 

non-treponemal tests could be useful, but it is known that many patients with syphilis do 

not return to services. 

 The SARS-COV2 pandemic has impaired care to people with STIs. Our service 

was not an exception and the impact on its operation justifies the limitation of the sample 

size. The usefulness of PCR for the diagnosis of primary and secondary syphilis has been 

extensively demonstrated. This higher positivity for cases of syphilis compared to 

serological tests has been found in other studies (Vrbova et al., 2020 and Wang et al., 

2018). In ours, it was not possible to make a comparison between these two assays since 

few patients had the results of the available serological tests. Regarding the PCR results, 

these were all confirmed by sequencing at least some target locus.  

In our study, two MLST profiles of T. pallidum were found (9.7.3 and 27.3.1), 

and in two samples we have an approximation profile (1.3.1/7 and 27.3.1/7), thus finding 

a total of four profiles in this study. The reduced number of analyzed T. pallidum DNAs 

makes a better understanding difficult, but it is likely that there are not many different 

strains circulating in this region. The MLST 9.7.3 profile was also found in studies with 

samples from the Czech Republic and France, showing that there is a worldwide 

dissemination of some strains of syphilis (Vrbova et al., 2019; Grillova et al., 2019). This 

allelic profile (9.7.3) that corresponds to the U3U6 genotype, based on the SBMT that 

was also found in Argentina (Vaulet et al., 2017), and to the subtype “g” ECDCT – 

TP0548 (Pospisilova et al., 2018), which also was found in Switzerland, France, Italy, 

and the United Kingdom (Grillova et al., 2018; Pospisllova et al., 2018; Giacani et al., 

2018; Tipple et al., 2011). In Argentina, the most common subtype was the “f ” ECDCT 

– TP0548 (Vaulet et al., 2017). 

 All T. pallidum samples found in this study belonged to the clonal complex SS14 

(75%) and to Nichols-like (25%). The same clonal complexes have been found in other 

studies, such as in Argentina, a country that borders our state (Vaulet et al., 2017; 

Pospisilova et al., 2018; Grillova et al., 2018; Vrbova et al., 2019). 

 The absence of effectiveness of azithromycin has been repeatedly demonstrated 

clinical studies. The mutation that confers resistance to macrolides (A2058G) was 

identified in 96.15% , only one sample proved to be sensitive. The presence of this 
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mutation was previously demonstrated by Grillova et al. al., 2014; Grillova et al., 2017; 

Vrbova et al., 2018. These studies also demonstrated a significant increase in the 

proportion of this resistance. Has had a significant increase over the years. Similarly, 

resistance to macrolides is present in the United Kingdom (Tipple et al., 2011) and Cuba 

(Grillova et al., 2017). Vaulet et al.,2017 identified a lower proportion of resistance in 

Argentina.  

  

CONCLUSIONS 

 

 This study showed that the detection of T. pallidum by PCR and its 

characterization by MLST can be important to help in clinical medicine, and in disease 

control.  

 Our study found four allelic profiles, belonging to the two best known clonal 

complexes, SS14 and Nichols. Allelic profiles that are also present in other regions of the 

world were also found (27.3.1 and 9.7.3), showing that the bacterium has a worldwide 

spread. Also, a high rate of T. pallidum (96.15%) was detected with the A2058G mutation 

in the 23SrDNA gene, which causes resistance to the macrolide class of antibiotics. This 

shows that we must be cautious in using this antibiotic in the treatment of syphilis 

 Due to the small number of samples used, it is necessary to complement these 

results with further work in the area.  
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5 DISCUSSÃO 

   

 Como ainda hoje não existe um método padrão ouro para o diagnóstico da sífilis 

e entre os testes moleculares também não existe um consenso, padronizamos um teste 

com PCR convencional utilizando como alvo o gene tpp47, com os primers KO3 e KO4, 

citados por Palmer et al., 2003. Como o sucesso dos métodos de detecção molecular 

depende da obtenção de DNA a partir de amostras clínicas em quantidade e qualidade 

adequadas para reações moleculares, o estudo teve como objetivo analisar três métodos 

de extração de DNA de T. pallidum de úlceras de pacientes investigados por sífilis. Os 

três métodos, um in house (sonicação) e dois comerciais, LGC (São Paulo, Brasil) e o 

PureLink® Mini Kit de DNA Genômico (Thermo Fisher Scientific, EUA) foram 

comparados ao sequenciamento dessas amostras, que foram utilizados como referência. 

Cada método foi avaliado com base na detecção de T. pallidum por PCR, na quantificação 

de DNA e tempo de execução do método. A sensibilidade e concordância dos métodos 

Purelink, sonicação e LGC ao DNA extraído foram de 100% (K=1,0), 96,5% (K=0,96) e 

72,4% (K=0,694), respectivamente. A especificidade foi de 100% com os três métodos. 

 Em relação à concentração de DNA, os resultados obtidos neste estudo mostraram 

que ambos os kits comerciais tiveram um bom desempenho, sendo que o Purelink® e a 

LGC apresentaram significativamente  maior concentração de DNA (47,65 ng/μl, 37,96 

ng/μl, respectivamente) quando comparados ao método de sonicação (p <0,01). 

Resultados semelhantes também foram obtidos por Moura et al., 2016 quando analisaram 

nove técnicas diferentes de extração de DNA, e os kits comerciais apresentaram 

resultados mais bem sucedidos. 

 O uso de kits comerciais geralmente proporcionam maior reprodutibilidade, 

controle de qualidade e potencial de automação. No entanto, o seu custo é alto para paises 

em desenvolvimento, como o Brasil. O uso do método de sonicação tem sido utilizado 

para extração de DNA de outras bactérias e os  resultados são muito promissores (Bierhals 

et al., 2020; Bello et al., 2020). Dai e colaboradores (2016) concluíram também que a 

sonicação seria considerada mais promissora e eficiente para a decomposição homogênea 

da célula em um curto período. 

 Quando avaliamos a praticidade, nosso estudo mostrou que os três métodos 

demoram quase o mesmo tempo, mas quando levamos em conta o custo, a sonicação é 



 75 

 

muito mais vantajosa para o laboratório. Nossos achados são diferentes dos encontrados 

por  Pereira et al. (2019), onde os métodos in house foram menos práticos pois utilizaram 

vários reagentes que necessitavam de preparação prévia, o que dificultou o uso da técnica. 

 O método de sonicação foi o mais próximo na concentração do DNA ao método 

purelink usado como método de referência, com grau de pureza semelhante, além de ter 

a menor relação custo-benefício. Pode ser uma opção interessante para laboratórios que 

trabalham com custos reduzidos, já que é muito mais acessível. 

 Uma das formas da sífilis é a congênita (SC), e seu diagnóstico é difícil e 

atualmente é feito por uma combinação de critérios clínicos e laboratoriais.  O estudo 

analisou a detecção de T. pallidum por PCR para o diagnóstico da SC em recém-nascidos 

(RN) a partir de sangue fixado em cartão (SFC) e comparou com RN com suspeita de SC 

e com PCR de LCR (líquido cefalorraquidiano) positivo (padrão de referência) e 

controles. A sensibilidade encontrada foi de 63% e está dentro do que tem sido relatado 

(14% a 63%) em PCRs com sangue e derivados (soro, plasma), independentemente do 

estágio clínico em que os pacientes se encontravam (Wang et al.,2018). A concordância 

entre os testes foi substancial (K=0,619), mostrando que o SFC pode ser usado para 

detectar o T. pallidum. A especificidade do PCR foi de 100%, o que o torna importante 

para a exclusão de um falso positivo como caso de SC. 

 Não foram encontrados estudos com SFC para detecção do T. pallidum, mas um 

tipo de papel filtro, o cartão de Guthrie (teste do pezinho), já é utilizado com sucesso na 

triagem neonatal de várias doenças, e o cartão Whatman (FTA- Elute ou Classic) já faz 

parte da detecção de outros agentes biológicos (Bankamp et al., 2019; Ali et al., 2020; 

Mota et al., 2021). 

 Em outra etapa do nosso estudo detectamos a presença do T. pallidum em amostras 

coletadas no Ambulatório de Dermatologia Sanitária de Porto Alegre. De 43 amostras foi 

possível detectar a presença da bactéria em 26, sendo que essas amostras eram de lesões 

sugestivas de sífilis. Como não havia um teste sorológico comprovando a doença em 

todos os pacientes, dos dez pacientes com testes sorológicos (Teste rápido ou VDRL), 

sete eram positivos, e em seis desses pacientes foi possível a confirmação do diagnóstico 

pelo PCR. A única amostra que não se confirmou tinha teste rápido positivo, mas era 

negativo no VDRL, podendo ser então uma cicatriz sorológica, o que comprovaria que o 
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paciente não tinha a bactéria circulando no seu organismo, e sim apenas anticorpos por 

um contato anterior com a bactéria. 

 O estudo mostrou que a detecção de T. pallidum por PCR é um método viável, e 

ajuda no diagnóstico da sífilis nos casos de pacientes com úlceras. O presente estudo 

encontrou uma alta taxa da doença, o que já era esperado, visto que nossos pacientes 

tinham sintomatologia, porém nem todos tinham testes sorológicos positivos, o que 

também foi encontrado nos estudos de Vrbova et al., 2020 e Wang et al., 2018. 

Neste estudo encontramos quatro perfis MLST de T. pallidum, dois perfis 

completos (9.7.3 e o 27.3.1), e em duas amostras o perfil foi feito por aproximação 

(1.3.1/7 e 27.3.1/7). O perfil MLST 9.7.3, também, foi encontrado em estudos com 

amostras da República Tcheca e França, mostrando que ocorre uma disseminação 

mundial de algumas cepas de sífilis (Vrbova et al., 2019; Grillova et al., 2019). Este perfil 

alélico (9.7.3) corresponde ao genótipo U3U6 baseado no SBMT que também foi 

encontrado na Argentina (Vaulet et al., 2017) e ao subtipo “g” ECDCT – TP0548 

(Pospisilova et al., 2018), que também foi encontrado na Suíça, França, Itália e Reino 

Unido (Grillova et al., 2018; Pospisllova et al, 2018; Giacani et al., 2018; Tipple et al., 

2011).  Na Argentina o subtipo mais encontrado foi o “f” ECDCT – TP0548 (Vaulet et 

al., 2017).  

Neste estudo, todas as amostras de T. pallidum pertenciam aos dois complexos 

clonais mais conhecidos: SS14-like (75%) e Nichols-like (25%). Os mesmos resultados 

foram encontrados em outros estudos, como na Argentina, Reino Unido, República 

Tcheca e outros (Vaulet et al., 2017; Pospisilova et al., 2018; Grillova et al., 2020; Vrbova 

et al., 2019). 

 Quanto a presença da mutação A2058 do gene 23S rDNA, que confere resistência 

a macrolídeos, detectamos que  96,15% de amostras avaliadas demonstraram resistência. 

Apenas uma amostra se mostrou sensível, o que mostra que a opção por tratamento com 

azitromicina é inviável, como encontrado em outros estudos (Grillova et al., 2014; 

Grillova et al., 2017; Vrbova et al., 2019), onde a porcentagem de amostras resistentes 

tem tido um aumento significativo ao longo dos anos. Vários outros estudos também 

mostraram que a resistência a macrolídeos está na maioria das amostras, como os estudos 

conduzidos no Reino Unido e Cuba, respectivamente (Tipple et al., 2011; Grillova et al., 
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2017). Já no estudo de Vaulet et al., 2017, na Argentina, foi encontrada um maior número 

de amostras sensíveis aos macrolídeos.  

 

6 CONCLUSÃO. 

 

 Os resultados do presente estudo permitiram concluir que a detecção do T. 

pallidum por PCR é viável, sendo uma alternativa para o diagnóstico de sífilis, tanto na 

forma adquirida quanto na congênita, e que a forma de extração do DNA tem muita 

influência no resultado do teste, além de que o método deve ser sempre o mais adequado 

ao material biológico que será investigado. 

 Mostramos também que algumas cepas do T. pallidum tem circulação mundial, 

mas que na nossa região não existe muita variabilidade. Quanto a resistência aos 

antibióticos macrolídeos, encontramos a mutação no DNA que causa a resistência, na 

grande maioria de T. pallidum extraído das amostras, o que aponta para a necessidade de 

adequar o tratamento de segunda escolha para essa doença, pois a presença da mutação 

indica que o uso desta classe de antibióticos é ineficaz no tratamento desta doença. E 

mostramos que a avaliação do genotípica da bactéria é importante para avaliar um caso 

de reinfecção ou coinfecção.   

 Neste estudo foram encontradas algumas limitações, como o pequeno número de 

amostras coletadas, isso em função da pandemia do Covid-19, que impossibilitou a 

continuidade das consultas, e não conseguimos avaliar a associação com informações 

clínico-epidemiológicas dos pacientes. 

   

7 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

 

 Ageron 1 AG, Laurent F, Schrenzel J, Charton  B, Getaz  GJ , Tangomo M, Tristan 

B, Sednaoui P , Lautenschlager S , Trellu LT , Tejada BM, Cavassini M, Emonet 

S,  Perneger T, Salord H,   Performance of the 47 kilodalton membrane protein versus 

DNA Polymerase I genes for detection of Treponema pallidum by PCR in ulcers. Journal 

of Clinical Microbiology. 2015; 53(3):976-80. DOI: 10.1128/JCM.03444-14. 

   Ageron 2 AG, Sednaoui P, Lautenschlager S, Ferry T, Toutous-Trellu L, 

Cavassini M, Yasser F, Tejada BM, Emonet S, Combescure C, Schrenil J, Pernegert T. 

Use of Treponema pallidum PCR in Testing of Ulcers for Diagnosis of Primary Syphilis. 

Emerging Infectious Diseases. 2015;21(1):127-129. DOI.org/10.3201/eid2101.140790 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Gayet-Ageron+A&cauthor_id=25520453
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Laurent+F&cauthor_id=25520453
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schrenzel+J&cauthor_id=25520453
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Charton+B&cauthor_id=25520453
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jimenez-Getaz+G&cauthor_id=25520453
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tangomo+M&cauthor_id=25520453
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ferry+T&cauthor_id=25520453
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sednaoui+P&cauthor_id=25520453
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lautenschlager+S&cauthor_id=25520453
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Toutous-Trellu+L&cauthor_id=25520453
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Martinez+de+Tejada+B&cauthor_id=25520453
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cavassini+M&cauthor_id=25520453
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Emonet+S&cauthor_id=25520453
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Perneger+T&cauthor_id=25520453
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Salord+H&cauthor_id=25520453


 78 

 

Ageron AG, Ninet B, Trellu LT, Lautenschlager S , Furrer H, Piguet V , Schrenzel 

J, Hirschel B. Assessment of a Real Time PCR to Diagnose Syphilis fron deversi 

biologicalsample. Sexually Transmitted Infections. 2009; Ago; 85(4):264-

9. DOI:10.1136/sti.2008.034314 

 Ali N, Bello GL,  Rossetti MLR,  Krieger MA,  Costa ADT. Demonstration of a 

fast and easy sample-to-answer protocol for tuberculosis screening in point-of-care 

settings: A proof of concept study. PLoS ONE. 2020; 15(12): e0242408. 

DOI.org/10.1371/journal.pone.0242408 

Araújo CL de, Shimizu HE, Sousa AIA de, Hamann EM. Incidence of congenital 

syphilis in Brazil and its relationship with the Family Health Strategy. Revista de Saúde 

Publica.  2012; 46(3):479-86. DOI: 10.1590/s0034-89102012000300010. PMID: 

22635036. 

Araújo CL de, Shimizu HE, Sousa AIA de, Hamann EM. Incidence of congenital 

syphilis in Brazil and its relationship with the Family Health Strategy. Revista de Saúde 

Publica. 2012; 46(3): 479-86. DOI:10.1590/s0034-89102012000300010. PMID: 

22635036.  

 Bankamp B,  Sein C, Pukuta- Simbu E,  Anderson R,  Abernathy E,  Chen MH, 

Muyembe-Tamfum JJ,  Wannemuehler KA, Waku-Kouomou D,  Lopareva EN,  Icenogle 

JP,  Rota PA,  Goodson JL. Use of FTA cards to transport throat swabs and oral fluid 

samples for molecular detection and genotyping of measles and rubella viruses. Journal 

of Clinical Microbiology. 2019; 57:e00048-19. DOI.org/10.1128/JCM .00048-19 

Benzaken AS, Fernando G, Pereira M, Moreno F, Souza A De. Adequacy of 

prenatal care , diagnosis and treatment of syphilis in pregnancy : a study with open data 

from Brazilian state capitals Adequação de atendimento pré-natal , diagnóstico e 

tratamento da sífilis gestacional : um estudo com dados abertos de capit. Cadernos de 

Saúde Pública. 2020; 36(1):1-13, e00057219.  ISSN 1678-4464. DOI/10.1590/0102-

311X00057219 

   Berger JR, Dean D. Neurosyphilis. In: Handbook of clinical neurology. 2014  p. 

1461–72.  

 Bierhals, Nayanna D.; Brixner, Betina; Silva, Karoline D.; Oliveira, Caio F.; 

Renner, Jane DP. Extração de dna genômico bacteriano: uma comparação de métodos 

comerciais e in house. Revista Saúde Sta. Maria. 2020; 46 (2). DOI: 

10.5902/2236583441122 

  Brasil, M.d.S. Boletim Epidemiológico da Sífilis.2021. 

Brasil. Manual Técnico para o Diagnóstico da Sífilis. Ministério da Saúde-PNCQ; 

2016. 

  Brasil. Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas para Atenção Integral às 

Pessoas com Infecção Sexual Tranmissivel. 2015. 

  Brasil. Protocolo Clinico e Diretrizes Terapeuticas Para Prevencao Da 

Transmissão Vertical de HIV, Sífilis e Hepatites Virais. 2019. 

https://doi.org/10.1136/sti.2008.034314
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0242408
https://doi.org/10.1128/JCM%20.00048-19


 79 

 

  Brasil. Sífilis – Estratégias para diagnóstico no Brasil. Apostila. Ministério da 

Saúde. 2010. 

Brischetto A, Gassiep I, Whiley D, Norton R. Retrospective review of Treponema 

pallidum PCR and serology results: are both tests necessary? Journal of Clinical 

Microbiology. 2018;  p.1-7, v.56 n.5. 56:e01782-17. Doi.org/10.1128/JCM.01782-17. 

   Buffet M, Grange P A, Gerhardt P, Carlotti A, Calvez V, Bianchi A, Dupin N. 

Diagnosing Treponema pallidum in secondary syphilis by PCR and 

immunohistochemistry. Journal of Investigative Dermatology. 2007;  v 127, Issue 10:  p 

2345-2350, ISSN 0022-202X, DOI/10.1038/sj.jid.5700888. 

Carlson JA, Dabiri G, Cribier B, Sell S. The immunopathobiology of syphilis: the 

manifestations and course of syphilis are determined by the level of delayed-type 

hypersensitivity. The American Journal of Dermatopathology. 2011; 33(5):433-460. 

DOI: 10.1097/dad.0b013e3181e8b587. 

 Caruso G, Giammanco A, Virruso R, Fasciana T. Current and Future Trends in 

the Laboratory Diagnosis of Sexually Transmitted Infections. International Journal of 

Environmental Research on public health. 2021; 18(3):1038. DOI: 

10.3390/ijerph18031038. 33503917; PMCID: PMC7908473. 

Casal, CAD, Silva, MOD, Costa, IB, Araujo, EDC, Corvelo TCO. Molecular 

detectiona of Treponema pallidum sp. pallidum in blood sample of VDRL seroreative 

women with lethal pregnancy outcomes: a retrospective observational study in a northern 

Brazil, Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. 2011; vol 44, no. 4, pp. 

451-456. Epub 22 July 2011. ISSN 1678-9849. DOI/10.1590/S0037-

86822011005000047 

Castro MRTd. Contribuição para o estudo da infeçãopor Treponema pallidum 

subespecie pallidum: Resposta sorologica, Diagnsotico Molecular e Genotipagem. 

Dissertação de Doutorado. Lisboa - Portugal (LISBOA): Universidade Nova Lisboa; 

2004.  

Castro R, Águas MJ, Batista T, Araújo C, Mansinho K, Pereira F da L. Detection 

of Treponema pallidum Sp. Pallidum DNA in Cerebrospinal Fluid (CSF) by Two PCR 

Techniques. Journal of Clinical Laboratory Analysis. 2016; Sep;30(5): 628-32. DOI: 

10.1002/jcla.21913. Epub 2016 Feb 18. PMID: 26892231; PMCID: PMC6807054. 

 Castro R, Prieto E, Aguas MJ, Manata MJ, Botas J, Pereira FM. Molecular 

subtyping of Treponema pallidum subsp. pallidum in Lisbon, Portugal. Journal of Clinical 

Microbiology. 2009; Aug;47(8):2510-2. DOI: 10.1128/JCM.00287-08. Epub 2009 Jun 3. 

PMID: 19494073; PMCID: PMC2725690. 

  Cohen SE, Klausner JD, Engelman J, Philip S. Syphilis in the modern era: an 

update for physicians. Infectious Diseases Clinics of North America. 2013; 

Dec;27(4):705-22. DOI: 10.1016/j.idc.2013.08.005. PMID: 24275265. 

   Wang C, Cheng Y, Liu B, Wang Y, Gong W, Qian Y, Guan Z, Lu H, Gu X, Shi 

M, Zhou P. Sensitive detection of Treponema pallidum DNA from the whole blood of 

patients with syphilis by the nested PCR assay. Emerging Microbes and Infection. 



 80 

 

2018;7(1):83. DOI: 10.1038/s41426-018-0085-2. Errata em: Emerging Microbes 

Infection. 2020 Dez;9(1):1174. PMID: 29739928; PMCID: PMC5940865.  

  Dai X, Chen S, Li N, Yan H. Quantitative and qualitative validations of a 

sonication-based DNA extraction approach for PCR-based molecular biological analyses. 

Analytical Biochemistry. 2016; 501:44-6. DOI.org/10.1016/j.ab.2016.01.003 

   Department of Health and Human Services USA. Sexually Transmitted Disease 

Surveillance 2012. Atlanta; 2014:174.  

   European Centre for Disease Prevention and Control. Syphilis - Annual 

epidemiological report for 2016. Stockolm; 2018.  

 Fraga D, Muller AL, Czykiel MS, De Armas Y, Wissmann G, Goldani LZ. 

Detection of Treponema pallidum by semi-nested PCR in the cerebrospinal fluid of 

asymptomatic HIV-infected patients with latent syphilis. Clinical Laboratory. 2014; 

60(12):2051-2054. DOI:10.7754/clin.lab.2014.140605 

 Fraser CM, Norris SJ, Weinstock GM, White O, Sutton GG, Dodson R, 

Sodergreen E. Complete genome sequence of Treponema pallidum, the syphilis 

spirochete. Science. 1988; vol 281, no. 5375: pp. 375-388. DOI: 

10.1126/science.281.5375.375 

  Giacani L, Ciccarese G, Puga-Salazar C, Dal Conte I, Colli L, Cusini M, Ramoni 

S, Delmonte S, D'Antuono A, Gaspari V, Drago F. Enhanced Molecular Typing of 

Treponema pallidum subspecies pallidum Strains From 4 Italian Hospitals Shows 

Geographical Differences in Strain Type Heterogeneity, Widespread Resistance to 

Macrolides, and Lack of Mutations Associated With Doxycycline Resistance. Sexually 

Transmitted Diseases. 2018; 45: 237–242. DOI.org/10.1097/ OLQ.0000000000000741 

PMID: 29465698 

Naveca FG, Sabidó M, Almeida TAP, Veras EA, Mejía MDCC, Galban E, 

Benzaken AS. Etiology of genital ulcer disease in a sexually transmitted infection 

reference center in manaus, Brazilian Amazon. PLoS One. 2013; 8(5). 

DOI/10.1371/journal.pone.0063953 

 Granger K, Moore RJ, Davies JK, Vaughan JA, Stiles PL, Stewart DJ, Tizard ML. 
Recovery of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis from the natural host for 

the extraction and analysis in vivo-derived RNA. Journal of  Microbiological Methods. 

2004; 57(2):241-9. DOI: 10.1016/j.mimet.2004.01.010 

   Grillová L, Bawa T, Mikalová L, Gayet-Ageron A, Nieselt K, Strouhal M, 

Sednaoui P, Ferry T, Cavassini M, Lautenschlager S, Dutly F, Pla-Diaz M, Krutzen M, 

Gonzalex-Candelas F, Bagheri HC, Smajs D, Arora N, Bossahard PP. Molecular 

characterization of Treponema pallidum subsp.pallidum in Switzerland and France with 

a new multilocus sequence typing scheme. Plos One. 2018; Jul 30;13(7):e0200773. DOI: 

10.1371/journal.pone.0200773. PMID: 30059541; PMCID: PMC6066202. 

  Grillova L, Jolley K, Sˇ majs D, Picardeau M. A public database for the new 

MLST scheme for Treponema pallidum subsp. pallidum: surveillance and epidemiology 

of the causative agent of syphilis. PeerJ. 2019; 6: e6182. DOI.org/10.7717/peerj.6182 

https://doi.org/10.1016/j.ab.2016.01.003
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0063953
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0063953
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2004.01.010


 81 

 

PMID: 30643682  

   Grillová L, Noda AA, Lienhard R, Blanco O, Rodríguez I, Šmajs D. Multilocus 

Sequence Typing of Treponema pallidum subsp. pallidum in Cuba De 2012 a 2017. The 

Journal of Infectious Diseases. 2019; 219(7):1138-1145. DOI:10.1093/infdis/jiy604. 

30325448. PMID: 30325448 

  Grillova´ L, Pětrosˇova´ H, Mikalova´ L, Strnadel R, Dastychova´ E, Kuklova´ I, 

et al. Molecular typing of Treponema pallidum in the Czech Republic during 2011 to 

2013: increased prevalence of identified genotypes and of isolates with macrolide 

resistance. Journal of Clinical Microbiology. 2014; 52: 3693–3700. DOI. 

org/10.1128/JCM.01292-14 PMID: 25100820 

Herremans T, Kortbeek L, Notermans DW. A review of diagnostic tests for 

congenital syphilis in newborns. European Journal of Clinical Microbiology & Infectious 

Diseases. 2010; 29(5): 495-501. DOI/10.1007/s10096-010-0900-8. Epub 2010 Mar 25. 

20336337 

  HO Emily L & Lukerhart Sheila A. Syphilis using modern approaches to 

understand an old disease.  The journal of clinical investigation. 2011;121(12):4584-92. 

DOI: 10.1172/JCI57173. Epub 2011 Dez 1. PMID: 22133883; PMCID: PMC3225993 

Janier M, Hegyi V, Dupin N, Unemo M, Tiplica GS, Poto M. 2014 European 

Guideline on the Management of Syphilis. 2014:1–29.  

   Kersh EN, Lukehart SA. Biomedical Research Priorities for Modern Syphilis 

Clinical Management, Diagnosis, and Vaccines. Sexually Transmited Diseases. 2018; 

45(9S Suppl 1):S7-S9. DOI: 10.1097/OLQ.000000000000830. PMID: 29528993; 

PMCID: PMC6089653 

   Lafond RE, Lukehart SA. Biological basis for syphilis. Clinical Microbiology 

Reviews. 2006; 19(1):29-49. DOI: 10.1128/CMR.19.1.29-49.2006. PMID: 16418521; 

PMCID: PMC1360276. 

 Liu D, He SM, Zhu XZ, Liu LL, Lin LR, Niu JJ, Yang TC. Molecular 

Characterization Based on MLST and ECDC Typing Schemes and Antibiotic Resistance 

Analyses of Treponema pallidum subsp. pallidum in Xiamen, China. Frontiers in cellular 

and infection microbiology. 2021;10:618747. DOI: 10.3389/fcimb.2020.618747. 

33680984; PMCID: PMC7935548. 

Liu H, Rodes B, Chen CY, Steiner B. New tests for syphilis: rational design of a 

PCR method for detection of Treponema pallidum in clinical specimens using unique 

regions of the DNA polymerase I gene. Journal of Clinical Microbiology. 2001;  

39(5):1941-6. DOI: 10.1128/JCM.39.5.1941-1946.2001. PMID: 11326018; PMCID: 

PMC88053. 

Lukehart SA, Godornes C, Molini BJ, Sonnett P, Hopkins S, Mulcahy F, 

Engelman J, Mitchell SJ, Rompalo AM, Marra CM, Klausner JD. Macrolide resistance 

in Treponema pallidum in the United States and Ireland. New England Journal of 

Medicine. 2004; v. 351, n. 2, p. 154-158. DOI: 10.1056/NEJMoa040216 



 82 

 

  Luo Y, Xie Y, Xiao Y. Laboratory Diagnostic Tools for Syphilis: Current Status 

and Future Prospects. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology. 2021;  

8;10:574806. DOI: 10.3389/fcimb.2020.574806. PMID: 33628742; PMCID: 

PMC7897658. 

  Mabey DC, Sollis KA, Kelly HA, Benzaken AS, Bitarakwate E, Changalucha J, 

et al. Point-of-care tests to strengthen health systems and save newborn lives: the case of 

syphilis. PLoS Med. 2012; 9(6):e1001233. 

   Marra CM. Neurosyphilis. Contin Lifelong Learn Neurol. Neuroinfectious 

Disease. 2015; 21(6):1714–28. DOI: 10.1212/CON.0000000000000250 

   Martin IE, Tsang RS, Sutherland K, Tilley P, Read R, Anderson B, Roy C, Singh 

AE. Molecular characterization of syphilis in patients in Canada: azithromycin resistance 

and detection of Treponema pallidum DNA in whole-blood samples versus ulcerative 

swabs. Journal of  Clinical Microbiology . 2009; 47(6):1668-73. DOI: 

10.1128/JCM.02392-08. Epub 2009 Abr 1. PMID: 19339468; PMCID: PMC2691066. 

Maurissa MI. Identificação e Genotipagem de Treponema pallidum subsp 

pallidum em amostras clinicas. Dissertação de Metrado. Lisboa - Portugal: Universidade 

de Lisboa - Faculdade de Ciencias; 2009. 

   Morshed MG. Current trend on syphilis diagnosis: issues and challenges. 

Advances in Experimental Medicine and Biology. 2014; 808:51–64. DOI: 10.1007/978-

81-322-1774-9_5. PMID: 24595610. 

 Mota CA, Venazzi EAS, Zanzarini PD,  Aristides SMA,  Lonardoni MVC,  

Silveira TGV. Filter paper performance in PCR for cutaneous leishmaniasis diagnosis. 

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 2021;   v. 54. Epub 21 Dec 2020. 

DOI.org/10.1590/0037-8682-0047-2020 

  Moura A, Moura AM, Hodon MA,  Soares Filho PM, Issa MA, de Oliveira APF, 

Fonseca Júnior AA.  Comparison of nine DNA extraction methods for the diagnosis of 

bovine tuberculosis by real time PCR. Ciência Rural. 2016; vol.46, no.7: p.1223-1228. 

DOI.org/10.1590/0103-8478cr20151489 

   Newman L, Kamb M, Hawkes S, Gomez G, Say L, Seuc A, Broutet N. Global 

estimates of syphilis in pregnancy and associated adverse outcomes: Analysis of 

multinational antenatal surveillance data. PLoS Med. 2013;10(2):e1001396. DOI: 

10.1371/journal.pmed.1001396. Epub 2013 Feb 26. PMID: 23468598; PMCID: 

PMC3582608. 

 Noda AA, Rodríguez I, Grillová L, Bosshard PP, Lienhard R. Accuracy of PCR 

and serological testing for the diagnosis of primary syphilis: Both tests are necessary. 

International Journal of STD & AIDS. 2019; 30: 1087–1094. 

DOI:10.1177/0956462419859764 

   Oliveira P C B F. Sífilis: diagnóstico e identificação molecular de amostras 

clínicas de pacientes com apresentação atípica. Dissertação apresentada ao Curso de Pós-

Graduação Stricto Sensu em Microbiologia e Parasitologia Aplicadas da Universidade 

https://doi.org/10.1590/0103-8478cr20151489
https://doi.org/10.1177%2F0956462419859764


 83 

 

Federal Fluminense. Universidade Federal Fluminense. 2016.  

   Palmer H M, Higgins S P, Herring AJ, Kingston M A. Use of PCR in the 

diagnosisof early syphilis in the inited Kingdom. Sexxually Transmitted Infections. 2003 

Dec;79(6):479-83. DOI: 10.1136/sti.79.6.479. PMID: 14663125; PMCID: PMC1744778 

Passos MRL, Benzaken AS, Coelho ICB, Rodrigues GHS, Junior JCD, Varella 

RQ, Tavares RR, Barreto NA, Marques BP, Figueiredo J. Estudo da equivalência entre 

azitromicina e penicilina G benzatina no tratamento da sífilis. DST. Jornal Brasileiro de 

Doenças Sexualemtne Transmissiveis. 2004;16(1):52-56. 

Peng R-R, Wang AL, Li J, Tucker JD, Yin Y-P, Chen X-S. Molecular Typing of 

Treponema pallidum: A Systematic Review and Meta-Analysis. PLoS Neglected 

Tropical Diseases.  2011; 5(11):e1273. DOI: 10.1371/journal.pntd.0001273. Epub 2011 

Nov 8. PMID: 22087340; PMCID: PMC3210736. 

  Pereira JB, Barbosa Júnior WL, Silva ED, Aquino AECA, Oliveira PMS, Melo 

FL, Comparação de técnicas de extração de DNA de Treponema Pallidum para o 

diagnóstico molecular da sífilis, Brazilian  Journal of  Health Review. 2019; v. 2, n. 4: p. 

3681-3697. DOI:10.34119/bjhrv2n4-131 

   Pillay A, Liu H, Chen C Y, Holloway B, Sturn W A, Steiner B, Morse S A. 

Molecular subtyping of Treponema pallidum subspecies pallidum, Sexually transmitted 

diseases. 1988; vol 25, no. 8, pp. 408-414. 

Pope V, Fox K, Liu H, Marfin AA, Leone P, Seña AC, Chapin J, Fears MB, 

Markowitz L. Molecular subtyping of Treponema pallidum from North and South 

Carolina. Journal of Clinical Microbiology. 2005; Aug;43(8):3743-6. DOI: 

10.1128/JCM.43.8.3743-3746.2005. PMID: 16081904; PMCID: PMC1233889. 

  Pospisilová P, Grange PA, Grillová L, Mikalová L, Martinet P, Janier M, 

Vermersch A, Benhaddou N, Del Giudice P, Alcaraz I, Truchetet F, Dupin N, Smajs D. 

Multi-locus sequence typing of Treponema pallidum subsp. Pallidum present in clinical 

sample from France: Infecting treponemes are genetically diverse and belong to 19 allelic 

profiles. PLoS One. 2018; 13(7):e0201068. DOI: 10.1371/journal.pone.0201068. PMID: 

30024965; PMCID: PMC6053231. 

   Ramos Júnior A, Matida L, Saraceni V, Veras M, Pontes R. Control of mother-to-

child transmission of infectious diseases in Brazil: progress in HIV/AIDS and failure in 

congenital syphilis. Caderno de  Saúde Publica. 2007; 23(supl.3):370–8.  

Shukalek CB, Lee B, Fathima S, Chu A, Fonseca K and Somayaji R. Comparative 

Analysis of Molecular and Serologic Testing for Primary Syphilis: A Population-Based 

Cohort Study. Frontiers in Cellular Infection Microbiology. 2021;  11:579660. DOI: 

10.3389/fcimb.2021.579660 

   Taylor MM, Li WY, Skinner J, Mickey T. Viral loads among young HIV-infected 

men with early syphilis. Journal of the International Association of Providers of AIDS 

Care. 2014; 13(6):501-5. DOI: 10.1177/2325957414536229. Epub 2014 Jun 4. PMID: 

24899260; PMCID: PMC6754093. 



 84 

 

  Theel ES, Katz SS, Pillay A. Molecular and Direct Detection Tests for Treponema 

pallidum Subspecies pallidum: A Review of the Literature, 1964-2017. Clinical 

Infectious Diseases. 2020; 71(Suppl 1):S4-S12. DOI: 10.1093/cid/ciaa176. PMID: 

32578865; PMCID: PMC7312206. 

            Tipple C, Hanna MOF, Hill S, Daniel J, Goldmeie D, McClure M, Taylor GP. 

Getting the measure of syphilis: qPCR to better understand early infection. Sexually 

Transmitted Infectious. 2011; v.87, n.6 : p. 479-485. DOI:10.1136/sti.2011.049494  

   Tsang RSW, Radons SM, Morshed M. Laboratory diagnosis of syphilis: A survey 

to examine the range of tests used in Canada. The Canadian Journal of Infectious Diseases 

& Medical Microbiology. 2011; 22(3):83-7. DOI: 10.1155/2011/627076. PMID: 

22942884; PMCID: PMC3200370. 

  Vaulet LG, Grillova´ L, Mikalova´ L, Casco R,  Rodríguez Fermepin M, Pando 

MA, Šmajs D. Molecular typing of Treponema pallidum isolates from Buenos Aires, 

Argentina: Frequent Nichols-like isolates and low levels of macrolide resistance. PLoS 

ONE, 2017; 12(2): e0172905. DOI:10.1371/journal.pone.0172905 

 Vrbová E, Mikalová L, Grillová L, Pospíšilová P, Strnadel R, Dastychová E, 

Kojanová M, Kreidlová M, Vaěousová D, Rob F, Procházka P, Krchěáková A, Vaškə V, 

Woznicová V, Dvořáková Herová M, Kuklová I, Zákoucká H, Šmajs D. A retrospective 

study on nested PCR detection of syphilis treponemes in clinical samples: PCR detection 

contributes to the diagnosis of syphilis in patients with seronegative and serodiscrepant 

results. PLoS ONE. 2020; 15(8):e0237949. DOI:10.1371/journal.pone.0237949. 

32817658; PMCID: PMC7446855. 

  Vrbová E, Grillová L, Mikalová L, Pospíšilová P, Strnadel R, Dastychová E, 

Kojanová M, Kreidlová M, Vaěousová D, Rob F, Procházka P, Krchěáková A, Vaškə V, 

Woznicová V, Dvořáková Heroldová M, Kuklová I, Zákoucká H,  Šmajs, D. MLST 

typing of Treponema pallidum subsp. pallidum in the Czech Republic during 2004-2017: 

Clinical isolates belonged to 25 allelic profiles and harbored 8 novel allelic variants. PLoS 

ONE, 2019; 14(5): e0217611. DOI.org/10.1371/journal. pone.0217611 

  Wang C, Cheng Y, Liu B, Wang Y, Gong W, Qian Y, Guan Z, Lu H, Gu X, Shi 

M e Zhou P. Sensitive detection of Treponema pallidum DNA from the whole blood of 

patients with syphilis by the nested PCR assay. Emerging Microbes & Infections. 2018; 

7(1):83. DOI: 10.1038/s41426-018-0085-2. Erratum in: Emerging Microbes & Infectios. 

2020 Dec;9(1):1174. PMID: 29739928; PMCID: PMC5940865. 

  

 World Health Organization. gho_sti_anc_syphilis_positive_2019.png 

(1123×793). Global Health Observatory Map Gallery: Percentage of antenatal care 

attendees positive for syphilis . 

http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/gho_sti_anc_syphilis_positive_2019

.png. Published 2019. 

World Health Organization. Global Health Observatory Map Gallery. 2014. 

   World Health Organization. Investment case for eliminating mother-to-child 

https://dx.doi.org/10.1136%2Fsti.2011.049494
https://doi.org/10.1371/journal.%20pone.0217611


 85 

 

transmission of syphilis: promoting better maternal and child health and stronger health 

systems. Geneva, Switzerland: WHO; 2012. 31 p.  

 Yi J, Choi W, Shin S, Choi J, Kim H, Chung HJ, Moon HW, Hur M, Yun YM. 

Strategy for performing treponemal tests in reverse-sequence algorithms of syphilis 

diagnosis. Clinical Biochemistry. 2019; 63:121-125. DOI: 

10.1016/j.clinbiochem.2018.09.013. Epub 2018 Out 2. 30287231  

 

 

 

 

ANEXOS 

 

Anexo A: Artigo Publicado na Revista Brazilian Journal of Development. ISSN: 2525-

8761 54921, Curitiba, v.7, n.6, p. 54921-54934 jun. 2021. “Análise da infecção por 

Chlamydia trachomatis e fatores associados em mulheres portadoras do Vírus da 

Imunodeficiência Humana (HIV) e alto índice de coinfecção por Papilomavírus humano 

(HPV) no Maranhão”. DOI:10.34117/bjdv7n6-069. 
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