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RESUMO

A sifilis € uma infeccdo sexualmente transmissivel (IST) de grande impacto e
importancia na saude publica no Brasil e no mundo. O diagnéstico dessa doenga nem
sempre é facil e nos casos de sifilis congénita (SC) é ainda mais dificil e tem sido feito
por uma combinacdo de critérios clinicos e laboratoriais. Os métodos de deteccao
molecular de Treponema pallidum comecaram a ser utilizados para facilitar o diagnostico
em diferentes estagios da doenca, e para a genotipagem. O sucesso dessas metodologias
depende também, de etapas pré analiticas como a coleta, o tipo de amostra, e da extragao
do DNA em quantidade e qualidade adequadas. Nosso estudo teve como objetivo detectar
o T. pallidum de amostras clinicas por Reacao em cadeia de polimerase (PCR) utilizando
0 gene tpp47 como alvo para amplificacdo, fazer uma comparagdo entre diferentes
métodos de extracdo de DNA, mostrar a detec¢do dessa bactéria em amostras de sangue
fixado em cartdo (SFC), coletadas de recém-nascidos, comparadas a amostras de liquido
cefalorraquidiano (LCR), e definir os genoétipos circulantes a partir de DNA extraido de
amostras de swabs de Ulcera de pacientes com suspeita de sifilis. Para a extracdo de DNA,
trés métodos foram comparados, um in house (sonica¢do) e dois comerciais LGC (Brasil)
e 0 PureLink® Mini Kit de DNA Genbémico (Thermo Fisher Scientific, EUA). Os
resultados de PCR foram comparados ao sequenciamento dessas amostras, que foram
utilizados como referéncia. Cada método foi avaliado com base na deteccdo de T.
pallidum por PCR. A sensibilidade e concordancia dos métodos de extracdo PureLink,
sonicacdo 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 trés métodos. A sensibilidade e
especificidade da deteccdo de T. pallidum por PCR a partir de SFC de recém-nascidos
foram 63,3% e 100%, respectivamente com concordancia substancial (K=0,619) o que
pode auxiliar no diagnostico neonatal. A genotipagem de T. pallidum pelo método
Multilocus Sequence Typing (MLST) de 20/26 amostras positivas para sifilis em PCR
mostrou quatro perfis alélicos distintos (o perfil mais encontrado foi 0 27.3.1), dentro de
dois complexos clonais (SS-14 e o Nichols). Além disso, a mutacdo A2058G no gene
23SrDNA que confere resisténcia aos antibidticos macrolideos (azitromicina) so nédo foi
identificada em uma amostra. Nossos resultados demonstram que a deteccdo do T.
pallidum por PCR é viavel, e que a forma de extracdo do DNA tem muita influéncia no

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



mundial, mas que na nossa regido ndo existe muita variabilidade, e encontramos a
mutacdo que causa resisténcia aos antibidticos macrolideos, na grande maioria das
amostras avaliadadas, 0 que aponta para a necessidade de adequar o tratamento de

segunda escolha para essa doenca.

Palavras-chave: T. pallidum, PCR, MLST, sifilis, diagnostico.



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 INTRODUCAO

A sifilis € uma doenca grave, infectocontagiosa, polimorfica, que intercala
periodos sintomaticos e assintomaticos. Constitui uma patologia muito antiga conhecida
desde o século XV, e que surgiu primariamente na Europa, disseminando-se para 0s
outros continentes. A designacéo 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 doenca sofrida pelo pastor é
descrita. Ja Jean Fernel (1506-1558) introduziu o termo mais habitualmente conhecido da
doenca - lues venereum (lues provém do latim que significa praga ou pestiléncia), que
originariamente foi aplicada a qualquer doenca venérea, tendo se tornado sinénimo de
sifilis no inicio do século XX (Castro, 2004).

As principais vias de transmissdo sdo a sexual e a vertical. Além das lesdes
cutaneomucosas das fases primaria ou secundaria que, em geral, apresentam completa
remissdo mesmo na auséncia de tratamento, a sifilis adquirida pode acarretar
manifestacdes graves e irreversiveis. A invasdo do sistema nervoso é comum na sifilis
secundaria e por vezes, pode se apresentar com sinais meningeos e comprometimento dos
pares cranianos, onde a sifilis terciaria tornou-se mais rara ap6s o advento dos
antibidticos. Neste estagio, as trés manifestacdes mais comuns sdo: (a) gomas sifiliticas,
(b) sintomas neuroldgicos e (c) alteracdes cardiovasculares. Além das consequéncias
diretas, hé extensa evidéncia que a sifilis facilita o risco de transmisséo pelo HIV (Virus
da Imunodeficiéncia Adquirida), seja por representar um marcador de comportamentos
de risco, seja pelo aumento da transmissibilidade decorrente da quebra da barreira cutanea
e da presenca de celulas inflamatdrias ao nivel das lesGes cutaneomucosas (Lafond e
Lukehart, 2006; Cohen et al., 2013; Taylor et al., 2014).

Em paises de renda mais alta, também se identifica a ocorréncia de casos de sifilis,
ainda que em menor magnitude e com incidéncia preferencial em alguns subgrupos
populacionais (ECDC, 2018). Na América do Norte ha recrudescéncia da sifilis adquirida.
H& uma evidente diferenca na incidéncia 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 sdo afetados com a mesma intensidade. Em 2011, 72% das
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notificacbes eram de homens que fazem sexo com homens (HSH), especialmente 0s
jovens. Nas periferias de grandes &reas metropolitanas, 0s negros heterossexuais de baixo
nivel socioeconémico sdo os mais atingidos (Cohen et al.,2013). Também na Europa a

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

A prevaléncia da sifilis em gestantes e seus desfechos desfavoraveis, com dados
coletados mundialmente em 97 paises, sdo de aproximadamente 1,36 milhdes de casos de
mulheres que apresentaram sifilis ativa durante a gestacdo, sendo que uma grande
proporcdo delas ndo recebeu tratamento, ou se recebeu, foi de maneira inadequada
(Newman et al., 2013). Prevaléncias de sifilis na gestacdo foram aferidas conforme
referenciadas em estudo de validacdo de testes rapidos para o diagndéstico da sifilis 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, Tanzania,
10,9% (6.345/58.249); Kampala, Uganda, 5,3% (690/13.131); Lusaka, Zambia, 9,2%
(1050/11.460) (Newman et al., 2013).

O Brasil apresenta um estado de hiperendemia de sifilis e, por conseguinte, de
sifilis congénita. O pais atualmente pode ser considerado um pais de média renda com
um sistema de salde publica sem custo para o usudrio e dito universal. Entretanto, a
populacdo enfrenta graves dificuldades para acesso. A sifilis congénita é um agravo de
notificacdo compulséria desde 1986. No boletim epidemiolégico do Brasil de 2021,
observa-se que a sifilis adquirida, agravo de notificacdo compulséria desde 2010, teve
uma taxa de detec¢do de 54,5 casos por 100.000 habitantes, em 2020. Também em 2020,
a taxa de deteccdo de sifilis em gestantes foi de 21,6/1.000 nascidos vivos; a taxa de
incidéncia de sifilis congénita, de 7,7/1.000 nascidos vivos; e a taxa de mortalidade por
sifilis congénita, de 6,5/100.000 nascidos vivos. Embora se observe uma diminuigdo dos
casos de sifilis em quase todo o pais, cabe ressaltar que parte dessa reducdo pode estar
relacionada a identificacdo de problemas de transferéncia de dados entre as esferas de
gestdo do SUS. Esta diminuigdo também pode estar relacionada a uma subnotificacdo dos
casos no Sinan, devido a mobilizacdo local dos profissionais de salde ocasionada pela
pandemia de covid-19 (Brasil, 2021).

O boletim epidemioldgico oficial de sifilis congénita de 2021 apresenta uma
incidéncia de 7,7 por 1.000 nascidos vivos no ano de 2020, sendo gque o estado do Rio

Grande do Sul, no mesmo periodo apresentou incidéncia de 12,9 casos por 1.000 nascidos
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vivos (Brasil, 2021). A subnotificacdo existe e sua dimenséao é desconhecida. Um estudo
em um hospital que atende 60% dos partos na regido centro-oeste do pais, apresentou a
incidéncia de 9,9 casos por 1.000. Quando comparado com os dados epidemioldgicos
oficiais do municipio, apenas 36% haviam sido notificados (Araujo et al., 2012). H3,
portanto, um longo caminho para atingir os niveis de “eliminagdo para fins de satude
publica”. A Organizagdo Mundial de Satide (OMS) estabelece como aceitavel para fins
de eliminacdo a ocorréncia de até 0,5 casos por 1.000 nascidos vivos (WHO, 2019).
Apesar do Brasil ter obtido avancos significativos no controle da transmisséo vertical do
HIV, ainda existe ineficacia das medidas de controle da sifilis congénita (Benzaken et
al.,2020)

1.1 AGENTE ETIOLOGICO

A sifilis é causada pelo agente etioldégico Treponema pallidum subespécie
pallidum (Carlson et al., 2011; Luo et al., 2021).

I Membrana citoplasmatica I [ Membrana externa

Flagelo

FirGura 2: Treporierrrc pelllicdlierrr: desenho esquematico
Irz Irabulsi. Microbiologic

J

O género Treponema pertence a ordem das Spirochaetales que esta subdivida em
duas familias: Spirochataceae e Leptospiraceae. Possui sete géneros, mas apenas trés 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 citoplasmética associada
a outra membrana mais externa. S&o anaerobios estritos ou microaerofilos, em forma de

uma espiroqueta, bacilos helicoidais, moveis, com movimentos de rotacao e translacéo e
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com flagelos periplasmaticos inseridos em suas extremidades, com dimensdes que variam
entre 5 e 20 um de comprimento e 0,1 a 0,2 um 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 caracteristicos para frente e para tras, o
que facilita a sua penetracdo nos tecidos do organismo hospedeiro. A motilidade, a
capacidade de aderir as células e a quimiotaxia contribuem para a viruléncia desse
patdgeno, resultando na extrema capacidade de invasdo, rapida fixacdo em superficies
celulares e penetracdo nas juncdes endoteliais e nos tecidos (Brasil, 2016). E um
microrganismo com impossibilidade de cultivo em meios de cultura, tem baixa resisténcia
ao meio ambiente e é sensivel ao sabdo e a desinfetantes, ressecando rapidamente ao ar
livre (Brasil, 2016).

OT. pallidum tem um Unico cromossomo circular de 1.138.006 pb (pares de base),
com 1.041 sequéncias codificadoras e com um contetdo de 52.8% de C/G (Fraga et al.,
2014). Os dois genes de maior interesse para realizar o diagnéstico por biologia molecular
sdo o0 da DNA polimerase, conhecido como polA, cujo tamanho é 2.994 pb. O segundo
é o tpp47, um gene que codifica uma proteina de membrana envolvida na sintese da
parede celular (Liu et al., 2001; Ageron 1 et al., 2015; Thell et al., 2020).

1.2 ADOENCA

Durante a evolucdo natural da doenca ocorrem periodos de atividade com
caracteristicas clinicas, imunoldgicas e histopatoldgicas distintas e periodos de laténcia,
nos quais nédo se observa a presencga dos sinais ou sintomas (Castro, 2004, Lou et al.,
2020).

A sifilis pode ser classificada pelo método de transmissdo, sendo assim sifilis
adquirida ou congénita. Na adquirida, a forma mais comum € a sexual, porém existem
casos de transmissao por transfusdo sanguinea ou por inoculacdo acidental. Na congénita,
ocorre a transmisséo da mée para o filho durante a gestagéo (Passos et al., 2004; Brasil,
2016).

A sifilis pode também ser classificada conforme suas fases:
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o Priméria: O periodo de incubacdo da doenca nesta fase é de 2 a 3 semanas.
Normalmente forma uma papula nos 6rgaos genitais, que aos poucos se transforma numa
Ulcera ndo dolorosa. Geralmente chamada de cancro duro, costuma desaparecer depois de
3 a 6 semanas mesmo sem tratamento, 0 que leva a uma sensagdo de cura, porém a

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

o Secundéria: Ocorre em cerca de 25% a 35% dos pacientes nao tratados, passa do
cancro duro para a sifilis disseminada pelo organismo. Essa forma da doenca se manifesta
com erupcOes na pele, palmas das méos e solas dos pés. Também pode aparecer febre,
mal-estar, perda de apetite, dor nas articulacbes, queda de cabelo, lesGes oculares e
aparecimento de linfonodos difusamente pelo corpo. Outra lesdo tipica da sifilis
secundéria € a condiloma lata, que é uma lesdo com aspecto de verruga que surge
normalmente proximo do local da lesdo da sifilis primaria. Porém, ha casos em que o
paciente quase ndo apresenta lesdo aparente, tendo apenas alguns incdmodos e nao
procure ajuda médica. Assim como na sifilis primaria, 0s sintomas desaparecem
espontaneamente sem qualquer tratamento, e pode evoluir ou ndo para outras formas de
sifilis (Castro, 2004; Brasil, 2016).

o Latente: E uma fase em que ndo existem sintomas, mas os exames sorol4gicos
fornecem resultados positivos. Essa fase latente pode ainda ser dividida em precoce,
qguando a contaminagdo ocorreu a menos de um ano, e tardia quando a infeccdo foi ha
mais de um ano (Castro, 2004; Brasil, 2016).

o Terciaria: Nesta fase a doenca é grave. Costuma se apresentar por grandes lesdes
ulceradas que podem acometer pele, 0ssos e 6rgaos internos. Também é chamada de goma
sifilitica. Pode ainda atingir a artéria aorta, causando aneurismas e lesdes da valvula
aortica. Neste caso, denomina-se de sifilis cardiovascular. Também é possivel que atinja
0 sistema nervoso central, causando a neurossifilis, levando a deméncia, acidente vascular
cerebral (AVC), meningite e problemas motores por lesdo da medula e dos nervos
(Castro, 2004; Castro et al., 2016; Brasil, 2016).

o Congénita: Causada pela infecdo do T. pallidum adquirido pela m&e em qualquer
fase da gestacdo ou até durante o parto. E confirmado por testes soroldgicos feitos na mae
e na crianga. A sifilis congénita pode ser dividida em etapa precoce, onde o diagndstico
é realizado até os dois anos de idade, incluindo os natimortos, e etapa tardia, com o

diagnostico apds os dois anos, onde ela se manifesta normalmente na puberdade, afetando
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0ss0s, dentes e sistema nervoso. Os sintomas clinicos variam entre prematuridade, baixo
peso ao nascer, hepatomegalia, com ou sem esplenomegalia, erupcgdes cutaneas e
alteracdes Osseas, apesar de que a maior parte dos recém-nascidos nasce sem qualquer
sintomatologia. Na gestacdo, a sifilis congénita se manifesta com abortamento,
nascimentos prematuros ou nascimentos seguidos de morte. Ao nascer, a crianga com
sifilis congénita pode apresentar lesdes bolhosas, ricas em treponemas, na palma das
maéos, planta dos pés, ao redor da boca e do anus (Castro, 2004; Maurissa, 2009; Brasil,
2016).

O tratamento para a sifilis é bastante simples, mas nem sempre utilizado. Na fase
priméaria ou recente, o tratamento é penicilina benzatina 2.400.000 Ul dose Unica. Na
sifilis recente, mas ja secundéria ou latente, com menos de um ano — penicilina benzatina
4.800.000 Ul em duas doses semanais de 2.400.000 Ul. Na sifilis tardia, terciéria ou
latente, com mais de um ano, e na sifilis com tempo desconhecido — penicilina benzatina
7.200.000 em trés doses semanais de 2.400.000 Ul. Para a sifilis congénita deve-se
primeiro verificar se a mée foi tratada ou néo, e entdo seguir algoritmos preparados pelo
Ministério da Saude (MS), onde se leva em conta a sintomatologia no recém-nascido e
seus exames sorologicos, entre outros. Outras drogas também foram testadas
recentemente, mas ndo demonstraram atividade superior a 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 (macrolideos)
tem a vantagem de ser administrada dose Unica, sendo assim apresentando alta adesao.
Porém foram relatadas falhas no tratamento, que indicam uma resisténcia a essa classe de
antibioticos, e Lukehart et al. (2004) identificou uma mutagdo no gene que codifica para
RNA ribossomal 23S do T. pallidum. Essa mutagdo A—G na posic¢do 2058 (A2058G),
qgue é uma troca de adenina (A) por guanina (G), em testes in vivo, confirmaram a

resisténcia induzida pela mutacdo no gene 23SrRNA.

1.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL



20

O diagnostico da sifilis, diferente de outras infec¢des bacterianas, ndo é feito por
isolamento ou cultura do agente etioldgico, sendo realizado por um combinado de

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

Para o diagnostico laboratorial da sifilis & de extrema importancia que se considere
cada estagio da doenca, pois eles possuem particularidades que podem interferir na
escolha dos testes (Brasil, 2016, Theel et al., 2020).

O diagndstico presuntivo depende de testes, que podem ser divididos em
soroldgicos ou indiretos, e os diretos. Dentre os soroldgicos temos os treponémicos (sao
especificos para o T. pallidum), e 0s ndo treponémicos. Os testes diretos sdo aqueles que
pesquisam 0 agente, que nesse caso pode ser a microscopia de campo escuro, a
imunofluorescéncia direta e os testes moleculares. Usualmente trés testes né&o-
treponémicos séo utilizados: o VDRL (Venereal Disease Research Laboratory) em
lamina, 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 ndo-treponémica reagente, idealmente, sdo utilizados os
testes treponémicos como testes confirmatérios. 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 1gG Immunoblot Test para T. pallidum (Janier et al., 2014; Lou et al.,
2021). Laboratorios, especialmente os com grande volume de amostras, tem iniciado o
rastreamento com testes treponémicos automatizados do tipo Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) seguidos de confirmacéo e titulacdo pelos testes nao
treponémicos. Esse sistema tem sido denominado “fluxograma reverso”. Nessa situagao,
ainda é importante a realizacao de teste ndo treponémico quantitativo para o seguimento
da evolugdo pos-tratamento. Mais recentemente foram disponibilizados os testes rapidos,
sendo usados como exames de rastreamento. Esse método tem a grande vantagem de ser
realizado no momento do atendimento, sem necessidade de refrigeracdo ou de
equipamentos. Desta maneira é possivel que se evite a perda de seguimento e,
consequentemente, a auséncia 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 auséncia de sintomas, 0 que representa 60%
dos recém-nascidos com sifilis, o diagnostico da sifilis congénita depende exclusivamente
de testes diagndsticos e pode ser bastante dificil (Herremans et al., 2010; Benzaken et al.,
2020). Néo existe teste ideal que, isoladamente, ofereca o diagndstico da sifilis neste
contexto. Os testes definitivos s&o aqueles que identificam o agente etioldgico T. pallidum
(diretos). O Rabbit Infective Test (RIT), utilizado tradicionalmente em pesquisa, nao é
utilizado no contexto clinico (Tsang et al., 2011). A microscopia de campo escuro e a
imunofluorescéncia direta podem ser utilizadas (Buffet et al., 2007; Lou et al., 2021), mas
um resultado negativo ndo indica obrigatoriamente a auséncia de infec¢do, uma vez que
sua sensibilidade é variavel. A interpretacdo dos testes soroldgicos do recém-nascido é
prejudicada pela presenca de anticorpos maternos gque atravessam passivamente a barreira
placentaria (Herremans et al., 2010). O seguimento soroldgico do recém-nascido também
pode oferecer o diagndstico a posteriori. No entanto, postergar o tratamento de um recém-
nascido em risco para sifilis congénita, enquanto aguarda a evolucéo soroldgica, € uma
pratica indesejavel e arriscada. Dos testes soroldgicos, os mais sensiveis sao os de
deteccdo de IgM especifica anti-T. pallidum. Trés técnicas sdo utilizadas para essa
deteccdo: 19S FTA-ABS, IgM Immunoblots e IgM ELISA. A sensibilidade e
especificidade desses testes aumentaram muito com o advento das duas Ultimas técnicas
(Tsang et al., 2011).

A incidéncia de neurossifilis vem aumentando em todos os paises, incluindo os
Estados Unidos (Marra et al., 2018), que se observa esse incremento na atividade clinica
diaria nos servicos publicos e privados. O VDRL no liquor segue sendo o padrdo ouro
para diagndstico, mas ndo € sempre positivo na presenca de doenca neurologica (Berger
et al., 2014). As alteracdes na celularidade e bioquimica no liquor dos pacientes com
neurossifilis sdo encontradas em outras doengas, em especial na infec¢do pelo HIV que
se apresenta frequentemente superposta. Assim, fica estabelecida a caréncia de testes
diagnosticos confidveis para o diagnostico de neurossifilis em pacientes sintomaticos e
assintomaticos. Essa caréncia foi reconhecida como um gap em recente reunido
internacional para estabelecer prioridade de pesquisa em sifilis, e deve ser corrigido por

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

Nos ultimos anos houve uma verdadeira explosdo de novas técnicas para o
diagndstico de diversas patologias através da analise do DNA, sendo estas cada vez mais

simples, acessiveis 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 sdo mais poderosas
e sensiveis (Brischetto et al., 2018; Theel et al., 2020).

A técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ainda é a técnica mais usada,
apesar de estar sendo aperfeicoada a cada dia, j& esta praticamente toda automatizada e
realizada em tempo real. Esta plataforma faz diminuir o tempo e riscos de contaminagdes,
e ainda pode ser associada a outras técnicas (Theel et al., 2020; Lou et al., 2021). Os
métodos de deteccdo de DNA associados ao PCR mais relatados envolvem a eletroforese
em gel de agarose, utilizando brometo de etidio ou fluoréforos, tendo como inconveniente
a instabilidade e os riscos associados a utilizacdo de materiais radioativos ou

mutagénicos.

Com a falta de um método de diagndstico répido, confidvel e especifico
principalmente na fase primaria da sifilis, isto se torna um serio problema de Salde
Publica. A deteccdo da doenca na sua fase inicial é de vital importancia para o inicio
efetivo do tratamento, evitando assim a utilizacdo inadequada de medicamentos
potencialmente toxicos, como também para interromper a cadeia de transmisséo (Brasil,
2016; Theel et al., 2020).

No entanto, para o diagndstico da sifilis, ainda ndo temos uma técnica padrao.
Existem varios artigos publicados que divergem sobre as técnicas e as sequéncias dos
primers, como a tp0105, tppl5, tpp47 e tpl016, e sobre os diferentes métodos de extracao
do DNA da amostra. A quantidade de alvos utilizados tende a variar de um a trés genes.
A maior parte desses testes utilizam primers para genes que codificam lipoproteinas de
membranas, o que se torna favorecido pelo fato de o T. pallidum ter regies geneticamente
conservadas (Castro, 2004; Ageronletal., 2015; Theel et al., 2020, Shukalek et al., 2021).

A detecgdo da doenca na sua fase inicial é de vital importancia para 0 comeco
efetivo do tratamento, como também para interromper a cadeia de transmissdo e dos

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

O diagnostico definitivo da infeccdo pelo T. pallidum por meio da biologia
molecular foi um grande avanco. E sabido que o agente etioldgico da sifilis ndo é
cultivavel e vale mencionar que os testes utilizados na pratica clinica oferecem um
diagnostico presuntivo. Os testes definitivos, até entdo, eram utilizados exclusivamente

na pesquisa (inoculagdo em testiculo de coelho), ou apresentavam exigéncias técnicas
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elevadas, ou sensibilidade aquém do ideal (microscopia de campo escuro ou
imunofluorescéncia direta) (Lou et al., 2021).

Para todas as sindromes clinicas causadas por esses agentes: Ulceras genitais,
corrimentos uretrais e vaginais, verrugas genitais e doenca inflamatoria 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 sindrome sdo pesquisados
simultaneamente (Ageron 2 et al., 2015).

Em Alberta, Canada, foram examinados 87 espécimes de 68 pacientes atendidos
em duas clinicas urbanas de infec¢bes sexualmente transmissiveis. A PCR foi utilizada
para amplificar os principais genes do T. pallidum, bem como uma regido especifica do
gene 23S rRNA ligada a susceptibilidade a antibioticos macrolideos. Nos casos de sifilis
primaria, a PCR foi positiva com uma sensibilidade de 75% em swabs com material
obtido de Ulceras, mas ndo em amostras de sangue, enquanto em casos de sifilis
secundaria, 50% das amostras de sangue foram positivas por PCR. Quatro casos de sifilis
PCR-positivos foram causados por uma cepa resistente a azitromicina. Os resultados
confirmaram que os swabs das Ulceras primarias sdo os espécimes de escolha para fins de

diagnostico laboratorial (Tsang et al., 2011).

Outro estudo revelou o uso da PCR para a deteccdo do T. pallidum como sendo
um método valido para diagnosticar a sifilis através da analise de uma coorte de 273
pacientes na Franca e Suica. O método molecular foi comparado a uma combinacéo de
microscopia de campo escuro, como método de referéncia e testes sorolégicos, onde foi
verificado que a acuracia diagnostica da PCR foi maior que a da microscopia (Ageron 2
et al., 2015). Também se tem observado a aplicagdo do ensaio nested PCR para deteccao
do DNA de T. pallidum no sangue de pacientes com diferentes estagios de sifilis. Na
pesquisa de Wang et al. (2018), foi desenvolvido um nested PCR com os genes tpp47 e
polA para identificar a presenca da sifilis em sangue total das amostras coletadas de 262
pacientes com diferentes estagios de sifilis (84 sifilis primaria, 97 sifilis secundaria e 81
pacientes com sifilis latente). O ensaio de PCR detectou DNA de T. pallidum em 53,6%
e 62,9% dos pacientes com infeccdo primaria e sifilis secundaria, respectivamente. Os
resultados indicaram que o nested PCR é um método sensivel para detectar o T. pallidum

no sangue e é especialmente util para detectar sifilis precoce, incluindo priméria e
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secundéria. Os resultados também sugerem que o ensaio de PCR pode ser usado para
complementar outros métodos para melhorar o diagndstico da sifilis. Todas essas
comparac0es sobre qual a melhor técnica molecular para a deteccao do T. pallidum, estéo
mais bem explicadas no artigo de revisdo que foi publicado e estd apresentado nos

resultados como capitulo 1.

1.4 GENOTIPAGEM DE T. pallidum

Nas ultimas décadas a biologia molecular vem obtendo papel cada vez mais
importante no diagndstico das doencas infecciosas. 1sso € verdadeiro também no caso das
infeccdes de transmissdo sexual (IST). No caso da sifilis, estudos sobre o T. pallidum sdo
bem complexos e, ferramentas moleculares se tornam muito Uteis para a determinacéo da
diversidade e epidemiologia das infeccbes. Além de ter o potencial de aprimorar o
tratamento clinico, os métodos de prevencdo e controle, também podem contribuir para o

melhor entendimento sobre aquisicao e transmissao da sifilis (Shukalek et al., 2021).

DNA microarray
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Outra ferramenta bastante Gtil no entendimento da dindmica epidemioldgica da
infeccdo é a genotipagem do T. pallidum. Isso é importante para a estimativa do impacto
da doenca, monitoramento das tendéncias epidemiologicas e para a avaliacdo das
atividades de controle, além da identificagdo de tipos com maior potencial de doenca
invasiva ou resisténcia aos macrolideos. Portanto, considerando as dificuldades
diagnosticas e a factibilidade e as vantagens do uso da biologia molecular no diagndstico
dasifilis, estudos tém sido realizados com o objetivo de identificar os tipos de T. pallidum
presentes em lesdes primarias de pacientes atendidos em clinicas especializadas de
doencgas sexualmente transmissiveis (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 sequéncias 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 determinacdo do nimero de repetigdes de 60 pb do gene arp e
(b) na analise 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 caracterizacdo do T. pallidum introduzido por Pillay e
colaboradores (1998) é designado como esquema de CDC-Typing (CDCT), que usa 0
numero de repeticdes de 60 pb no gene arp (TP0433) juntamente com o polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricdo da tprE (TP0313), tpr L (TP0317), e de trpJ
(TP0621). Posteriormente, 0 CDCT foi complementado incluindo o nimero de repeticdes
no gene rps A (TP0279) (CDCT- rps A) ou por analise de sequéncia adicional do l6cus
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 possivel variabilidade intra-
estirpe dos locus arp e tpr, e assim foi introduzida a tipagem molecular baseada em
sequenciamento — Sequencing Based Molecular Typing (SBMT), que determinou as
sequéncias 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 mudanca aumentou o poder de resolucao
genotipica de amostras clinicas semelhantes a T. pallidum SS14, que s&o as amostras mais
comuns entre amostras clinicas na Europa e nos EUA. Como os dois dos alvos (TP0136
e TP0548) codificam proteinas de membrana externa, que provavelmente estdo sob
pressdo imune do hospedeiro, esses loci representam excelentes alvos para avaliar a

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

Uma grande variedade de subtipos de T. pallidum tem sido encontrada
mundialmente. O subtipo 14d é o mais prevalente em varias partes do mundo, seguido
pelos subtipos 14f, 14a, 13d e 15d.

A tipagem molecular de T. pallidum foi estudada em pacientes de cinco clinicas
da Carolina do Norte e do Sul (EUA), sendo que as lesdes sugestivas de sifilis priméaria
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ou secundaria foram analisadas por técnicas moleculares para a diferenciacéo de cepas de
T. pallidum. As amostras de lesdes foram rastreadas quanto a presenca de DNA de T.
pallidum usando PCR para o gene polA e os resultados mostraram que, das 154 amostras
de lesBes que continham o T. pallidum, sete subtipos foram identificados, sendo que de
um a quatro subtipos foram detectados em cada clinica. Os dados foram considerados
promissores para as primeiras analises de tipagem do T. pallidum (Pope et al., 2005).

Na China, também tem sido desenvolvida pesquisas envolvendo a investigacdo
dos genotipos de T. pallidum. Um dos estudos realizado em Xangai, durante um periodo
de cinco anos (2007 a 2011), analisou swabs genitais de pacientes com sifilis do Hospital
de Doencas da Pele de Xangai. No total, 304 dos 372 pacientes apresentaram o0 DNA do
T. pallidum e foram identificados dezoito tipos, dentre os trés genes estudados, e mais 12
subtipos com uma combinagéo de dois dos trés genes. Os dados obtidos estdo de acordo

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

No Brasil, existem poucos estudos moleculares sobre T. pallidum, e estes se
restringem ao diagndstico da infec¢do sifilitica e ndo a sua genotipagem. Logo, 0s poucos
dados que existem sobre a epidemiologia molecular ndo permitem identificar as
principais cepas circulantes no pais. Os dados obtidos através da caracteriza¢do molecular
do T. pallidum possibilitam um maior entendimento sobre a fisiologia bacteriana
(metabolismo), sobre a patogénese da sifilis (viruléncia, motilidade, invasdo e evasao
imune), avaliagdo da eficécia do tratamento, e dados importantes sobre a resisténcia
bacteriana aos macrolideos (Fraser et al., 1998; Casal et al., 2011; Oliveira, 2016).

Pacientes atendidos no Ambulatério Souza Aradjo — IOC/FIOCRUZ foram
investigados atraves de um estudo transversal descritivo para a presenca de infecgédo por
T. pallidum, com a finalidade de verificar se ferramentas moleculares sdo Uteis para o
diagndstico e tipificacdo da sifilis. O DNA treponémico foi encontrado em 31 (87%)
pacientes; 46,6% das amostras testadas foram positivas para o gene 23S rRNA e foram
examinadas para resisténcia a macrolideos. Os resultados demonstraram a boa eficicia do
diagnostico molecular da sifilis e na prevaléncia de subtipos, além de demonstrar a
existéncia de cepas mutantes que sao resistentes aos macrolideos. Diferentes gendtipos
de T. pallidum podem ser identificados em um mesmo paciente o que pode significar

reinfeccdo ou coinfeccédo (Oliveira, 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

O diagnostico laboratorial existente para ISTs serve para muitos propdsitos, esta
repleto de varios desafios e ainda permanece como uma das questdes criticas para o
controle das doencas. Mesmo com todos 0s avangos cientificos na area, grande proporcao
de ISTs é assintomaética ou subclinica e, portanto, ndo é diagnosticada e nem tratada.

As ISTs sdo frequentes, tém multiplas etiologias e apresentacdes clinicas, e
causam impacto na qualidade de vida das pessoas, nas relacdes pessoais, familiares e
sociais. O diagnostico e tratamento das pessoas com ISTs e de seus parceiros sexuais
interrompe a cadeia de transmisséo e previne outras infecgdes e possiveis complicagdes.
Se ndo forem diagnosticadas e tratadas, essas doencas podem causar sérios problemas em

longo prazo.

Asifilis ainda é uma doenca bastante negligenciada no Brasil, bem como as outras
ISTs, e facilita o contagio com o HIV e outras infec¢fes. Somado com a falta de um
método de diagnostico rapido, confiavel e especifico, principalmente nas fases primaria
e secundaria da sifilis, torna-se um sério problema de salde publica. A deteccdo desta
doenca na fase inicial é de vital importancia para o inicio efetivo do tratamento, evitando
assim a utilizacdo inadequada de medicamentos potencialmente tdxicos, como também
para interromper a cadeia de transmissao.

Atualmente é usado um combinado de dois testes sorolégicos, um treponémico e
um ndo treponémico, para poder fornecer um diagnostico, principalmente na fase
priméaria da doenca. A introducédo das ferramentas moleculares tornou-se cada vez mais
importante no diagnostico das ISTs, como € o caso da sifilis, onde o T. pallidum se mostra
um patégeno complexo, pois esta € uma bactéria ndo cultivavel. Outro aspecto a ser
considerado é o potencial que o uso da biologia molecular trouxe em aprimorar o
tratamento clinico, os métodos de prevencao e controle, além de poder contribuir para o
melhor entendimento sobre aquisicdo e transmissdo da sifilis. Desta forma, amostras
retiradas de lesbes suspeitas de sifilis poderdo ser analisadas de forma mais especifica,
vale ressaltar que a amostra adequada, varia conforme a fase da doenga, e o tipo de
extracdo do DNA também varia conforme a amostra. No Brasil existem poucos estudos
sobre a caracterizacdo e diferenciagdo dos gendtipos do T. pallidum, e novas

caracterizagdes permitirdo elucidar duvidas sobre a evolugéo e tratamento da doenga. A
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capacidade de diferenciar estirpes de T. pallidum é importante, para conhecer a
diversidade de cepas circulantes, monitorizar as alteraces na prevaléncia e distribuigédo
geografica 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 situagdo faz com que os custos fiquem
extremamente elevados para os sistemas de satde. Além disso, o conhecimento limitado
sobre as ISTs em relacdo as possiveis consequéncias esta sendo identificado como uma
das barreiras a implementacao de programas de prevencao, impossibilitando a realizacdo

de politicas de saude publica para educacéo e orientacdo da populacao.

3 OBJETIVO GERAL

Identificar e genotipar T. pallidum isolados de amostras clinicas no sul do Brasil.
Além disso, analisar métodos de extracdo de DNA para otimizar o diagnostico da sifilis
por PCR.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

2. Detectar a presenca de DNA do T. pallidum em lesdes sugestivas de sifilis
priméaria e secundaria em homens atendidos no Ambulatério de Dermatologia

Sanitaria da Secretaria Estadual de Saude do RS.

3. Comparar métodos de extracdo na deteccao do T. pallidum.
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4. Detectar T. pallidum em amostras de liquor e sangue de criangas com ou sem
suspeita de sifilis.

5. Identificar os gendtipos de T. pallidum na populacéo estudada.

4 METODOLOGIA E RESULTADOS

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

capitulos, conforme informagdes abaixo:

Capitulo 1 - Artigo: “Uma revisdo das técnicas de detecgdo molecular de Treponema
pallidum, qual a mais eficaz”.

Situacdo: 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.

Capitulo 2 - Artigo: “Analysis of DNA extraction methods for detection of Treponema
pallidum: a comparison of three methods”.

Situacdo: Publicado na Revista Journal of Microbiological Methods, v. 192, 2022 | ISSN
0167-7012 | DOI: https://doi.org/10.1016/].mimet.2021.106383.

Capitulo 3 - Artigo: “Detecgdo de Treponema pallidum em amostras de sangue fixadas
em cartdo para diagndstico da sifilis congénita”.

Situacgéo: 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.

Capitulo 4 - Artigo: “Detection and Molecular typing of Treponema pallidum isolates
from southern Brazil: Frequent high of macrolide resistance”.

Situagéo: Em elaborag&o.

O artigo relacionado ao tema publicado durante o periodo do doutorado estd 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. “Analise da infec¢do por
Chlamydia trachomatis e fatores associados em mulheres portadoras do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) e alto indice de coinfeccdo por Papilomavirus humano
(HPV) no Maranhao”. DOI:10.34117/bjdv7n6-069.
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4.1 CAPITULO 1 - ARTIGO: “UMA REVISAO DAS TECNICAS DE DETECCAO
MOLECULAR DE Treponema pallidum, QUAL A MAIS EFICAZ”.
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Uma revisio das técnicas de detec¢cao molecular de Treponema pallidum, qual a mais
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A review of Treponema pallidum Molecular Detection Techniques, which is the most effective
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Resumo:

A sifilis ¢ uma doenca polimdrfica, infectocontagiosa e sistémica, causada pela bactéria 7. pallidum, considerada um
agravo de notificacdo compulséria. O diagndstico precoce é um fator importante no seu controle, este é realizado
combinando achados clinicos e exames laboratoriais. As técnicas moleculares ajudam no diagndstico, no entanto, nao
se tem um consenso sobre qual técnica € a mais adequada, estudos apresentam divergéncias como, qual gene deve ser
usado como alvo, qual sequéncia dos primers, método de extragio e tipo de amostra. Esta revisdo procurou investigar
com base nas evidéncias cientificas, as técnicas moleculares mais eficazes na detec¢io de DNA de Treponema
pallidum. Para tanto, realizou-se uma revisio sistematica da literatura realizada nas bases de dados PubMed, Science
Direct e Lilacs, através dos descritores “sifilis” and “PCR and “diagnostico™ and “biologia molecular”, selecionando
trabalhos publicados nos tltimos dez anos. A amostra foi composta por 10 artigos. Quanto ao desenho de estudo, o
ensaio clinico foi 100% prevalente. Quanto ao método utilizado foi evidenciado varia¢des, 6 utilizaram PCR Nested, 5
PCR em tempo real e 4 PCR convencional, 5 utilizam mais de uma variacdo. A diferenca entre elas, como, tempo para
avaliar uma reacfio, chance de contaminagfo, reprodutibilidade, especificidade, sensibilidade, precisio e acuricia
diagndstica, mostrou que os dois genes de maior interesse sio o pol A e o tpp47. Os testes moleculares em especial o
PCR nested demostrou ser promissor tendo boa sensibilidade e especificidade no diagnéstico da sifilis em conjunto
com a sorologia para evitar complicagoes clinicas e transmissao da doenga.

Palavras-chave: Sifilis; PCR; Diagnéstico; Biologia molecular.

Abstract:

Syphilis is a polymorphic, infectious and systemic disease, caused by the bacteria T. pallidum, considered a disease of
compulsory notification. Early diagnosis is an important factor in its control, this is performed by combining clinical
findings and laboratory tests. Molecular techniques help in the diagnosis, however, there is no consensus on which
technique would is the most appropriate, because studies present divergences such as which gene should be used as
target, what sequence of primer, extraction method and type of sample. This review sought to investigate, based on
scientific evidence, the most effective molecular techniques in the detection of T. pallidum DNA. Therefore, a
systematic review of the literature was conducted in the PubMed, Science Direct and Lilacs databases, using the
descriptors "syphilis" and "PCR" and "diagnosis" and "molecular biology", selecting works published in the last ten
years. The sample consisted of 10 articles. As for the study design, the clinical trial was 100% prevalent. As for the
method used, variations were evidenced, 6 used Nested PCR, 5 real-time PCR and 4 conventional PCR, 5 used more
than one variation. The difference between them, such as time to evaluate a reaction, chance of contamination,
reproducibility, specificity, sensitivity, precision and diagnostic accuracy, showed that the two genes of greatest
interest are pol A and tpp47. Molecular tests, in particular nested PCR, proved to be promising, with good sensiti vity
and specificity in the diagnosis of syphilis together with serology to avoid clinical complications and disease
transmission.

Keywords: Syphilis; PCR; Diagnosis; Molecular biology.
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Resumen:

La sifilis es una enfermedad polimérfica, infecciosa y sistémica, causada por la bacteria T. pallidum, considerada una
enfermedad de notificacion obligatoria. El diagndstico precoz es un factor importante en su control, que se realiza
combinando hallazgos clinicos y pruebas de laboratorio. Las técnicas moleculares ayudan en el diagndstico, sin
embargo, no existe consenso sobre qué técnica es la méds adecuada, los estudios muestran divergencias como qué gen
debe usarse como diana, qué secuencia de cebador, método de extraccién y tipo de muestra. Esta revisiéon buscéd
investigar, con base en evidencia cientifica, las técnicas moleculares mds efectivas para detectar el ADN de T.
pallidum. Por ello, se realiz6 una revisién bibliografica sistemdtica en las bases de datos PubMed, Science Direct y
Lilacs, utilizando los descriptores "sifilis" y "PCR" y "diagndstico" y "biologia molecular", seleccionando trabajos
publicados en los dltimos diez afios. La muestra estuvo formada por 10 articulos. En cuanto al disefio del estudio, el
ensayo clinico tuvo una prevalencia del 100%. En cuanto al método utilizado, se evidenciaron variaciones, 6
utilizaron PCR anidada, 5 PCR en tiempo real y 4 PCR convencional, 5 utilizaron mds de una variacion. La diferencia
entre ellos, como el tiempo para evaluar una reaccion, la probabilidad de contaminacidn, la reproducibilidad, la
especificidad, la sensibilidad, la precisién y la exactitud diagnéstica, mostré que los dos genes de mayor interés son
pol Ay tpp47. Las pruebas moleculares, en particular la PCR anidada, demostraron ser prometedoras, tiniendo buena
sensibilidad y especificidad en el diagndstico de la sifilis junto con la serologia para evitar complicaciones clinicas y
la transmisién de la enfermedad.

Palabras clave: Sifilis; PCR; Diagndstico; Biologia Molecular.

1. Introducao

A sifilis adquirida é uma doenca polimorfica, infectocontagiosa e sistémica, causada pela bactéria Treponema
pallidum subespécie pallidum. Suas principais vias de transmissdo s@o a sexual e a vertical. Sinais clinicos comuns como as
lesdes cutaneomucosas das fases primdria ou secunddria, a sifilis adquirida pode acarretar manifestacdes graves e irreversiveis.
Além das consequéncias diretas, ha extensa evidéncia que a sifilis facilita o risco de transmissio do HIV, seja por representar
um marcador de comportamentos de risco para sua transmissio, seja pelo aumento da transmissibilidade decorrente da quebra
da barreira cutinea e da presenca de células inflamatérias ao nivel das lesdes cutaneomucosas (Lafond & Lukehart, 2006;
Carlson & Dabiri & Cribier & Sell, 2011; Cohen & Klausner & Engelman & Philip, 2013; Taylor & Li & Skinner & Mickey,
2014).

A Organizagdo Mundial da Saide (OMS), com base nos dados de prevaléncia de 2009 a 2016, estimou o total de
376,4 milhdes de Infeccdes Sexualmente Transmissiveis (ISTs) curdveis, sendo que desses 6,3 milhdes de casos eram de sifilis
(WHO, 2020). No Boletim Epidemiolégico de 2019, pode-se observar que a sifilis adquirida ¢ considerada como agravo de
notificaciio compulséria desde 2010, teve sua taxa de deteccdo aumentada de 59,1 casos (por 100.000 habitantes) em 2017,
para 75,8 casos em 2018. A prevaléncia da doenca em gestantes e seus desfechos desfavordveis, baseadas em dados coletados
em 97 paises, ¢ de aproximadamente 1,36 milhdo de casos de mulheres que apresentaram sifilis ativa durante a gestagéo, sendo
que, uma grande propor¢do delas ndo recebeu tratamento ou se recebeu, foi de maneira inadequada (Brasil, 2019, Korenromp
etal., 2019)

O T. pallidum pertence ao género Treponema, da ordem das Spirochaetales que se subdivide em duas familias:
Spirochataceae e Leptospiraceae. A Familia das Spirochataceae possui sete géneros, mas apenas com trés de interesse na
medicina, o Treponema, a Borrelia e a Leptospira (Castro, 2004; Castro et al., 2009; Brasil, 2016). O T. pallidum é um
microrganismo ndo cultivdvel o que impossibilita o seu isolamento e dificulta o diagndstico laboratorial (Ageron et al., 2009).
Assim, o diagnéstico da sifilis € realizado combinando achados clinicos e exames laboratoriais que variam conforme cada fase
da doenga (Brasil, 2016).

Os métodos mais utilizados para diagndstico sio divididos em métodos soroldgicos também conhecidos como
indiretos, baseados na deteccdo de anticorpos (métodos ndo treponémicos e treponémicos) ¢ métodos diretos, baseados na
deteccio da bactéria como a Microscopia de Campo Escuro (MCO), a imunofluorescéncia direta e os testes moleculares

(Brasil, 2015; Brasil, 2016; Castro et al., 2016; Pereira et al., 2019).
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Esta bactéria, tem um tnico cromossomo circular de 1.138.006 pb, com 92,2% do genoma que apresenta 1.041
sequéncias codificadoras e com um contetido de 52.8% de C/G (Fraga & Goldini, 2014). Os dois genes mais utilizados como
alvo, para realizar o diagnostico por biologia molecular sdo o pol A e o 1pp47, que codificam a DNA polimerase e uma proteina
de membrana envolvida na sintese da parede celular respectivamente (Liu & Rodes & Chen & Steiner, 2001; Ageron et al.,
2015, Theel & Katz & Pillay, 2020).

Nos udltimos anos houve uma verdadeira explosdo de novas técnicas para o diagnéstico de diversas patologias através
da andlise do Material Genético, e a biologia molecular estd tendo cada vez mais um papel importante no diagndstico.
Atualmente, pode-se analisar sequéncias de DNA simultaneamente, ou seja, fazer um perfil dos genes de um tipo celular
(Brischetto & Gassiep & Whiley & Norton, 2018; Theel et al., 2020).

A técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢ uma técnica muito usada, apesar de estar sendo aperfeicoada a
cada dia, existem vdrias metodologias, algumas séio praticamente toda automatizada e pode ser realizada em Tempo Real. Esta
PCR em tempo real é uma plataforma que diminui o tempo ¢ os riscos de contaminagdes e ainda pode ser associada a outras
técnicas (Theel et al., 2020; Lou & Xie & Liao, 2021).

No caso da sffilis, estudos sobre o T. pallidum sdo bem complexos, e ferramentas moleculares se tornam muito tteis
para a determinacao da diversidade e epidemiologia das infec¢des. Além de ter o potencial de aprimorar o tratamento clinico,
os métodos de prevencio e controle também podem contribuir para o melhor entendimento sobre aquisicéo e transmissao da
sifilis (Shukalek et al., 2021).

No entanto, ainda nfo se tem uma técnica padrdo, existem vérios artigos publicados que divergem sobre as diferentes
técnicas moleculares, qual gene deve ser usado como alvo, hoje os principais sdo *mp0105, *ppl5, *tpp47 e *tpl016 ¢ quais as
sequéncias de primers para cada gene. Também n3o hd consenso sobre quais os métodos de extracio do DNA devem ser
utilizados e sobre o tipo de amostra a ser utilizada. A quantidade de alvos utilizados tende a variar de 1 a 3 genes. A maior
parte desses testes utilizam sequéncias iniciadoras para genes que codificam lipoproteinas de membranas, e visam as regioes
geneticamente conservadas, os quais tém sido clonados e sequenciados (Castro, 2004; Ageron et al., 2015; Theel et al., 2020,
Shukalek et al., 2021).

O presente trabalho tem como objetivo investigar com base nas evidéncias cientificas, as técnicas moleculares mais
eficazes na deteccido de DNA de Treponema pallidum.

Para o alcance do objetivo proposto buscou-se identificar os métodos e os genes que sdo categéricos na detec¢do do
DNA de Treponema pallidum e apresentar a sensibilidade e especificidade dos melhores métodos a fim de se conhecer o mais

eficaz para o diagndstico molecular da sifilis pois até o momento ndo se tem uma técnica padrao.

2. Metodologia
2.1 Tipo de Estudo

O presente estudo trata-se de uma revisio sistemadtica da literatura cientifica. Segundo Galvao & Sawada & Trevizan
(2004) e Galvao & Pereira (2014) este tipo de estudo € um dos muitos recursos metodoldgicos utilizados para integrar as
informacoes de estudos independentes, realizados separadamente, sendo uma forma de sintetizar as informacoes disponiveis
em dado momento, sobre uma questiio especifica, de forma objetiva e reproduzivel, trabalham com a mesma base temadtica,

uma vez que identifica, analisa e retine dados sobre um determinado assunto.

2.2 Etapas do Estudo
2.2.1 Problema

Qual das variagOes na técnica de PCR € mais eficaz na detecgao de DNA de Treponema pallidum?

3
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2.2.2 Locais de busca
2.2.2.1 Selegio das fontes

Para selecdo e coleta de material bibliografico a pesquisa foi conduzida nas bases de dados eletronicas: Literatura
Latino-Americana do Caribe em Ciéncias da Satde (LILACS) e Scientific Electronic Library Online (SCIELO), US National
Library of Medicine National Institutes of Health (PUBMED) e SCIENCE DIRECT. As buscas para a coleta de dados

secunddrios, foram realizadas no periodo de junho de 2021.

2.2.2.2 Definicéio dos descritores / Palavras-chaves / Strings

A coleta de dados secunddrios, triagem e selecio do material bibliografico foram realizadas por mais de dois
pesquisadores, para evitar possiveis vieses de selecdio. Foram eleitos artigos com relevéncia clinica e cientifica, usando o
operador logico “AND” para combinag¢do dos descritores utilizados para rastreamento das publicacdes. Os campos utilizados
para a pesquisa foram: titulo, resumo e assunto. Para literatura nacional foram utilizados os Descritores em Ciéncias da Sadde
(DeCS) e para o internacional o Medical Subject Headings (MeSH). Os descritores utilizados respectivamente foram: DeCS:
sifilis, PCR, diagnéstico e biologia molecular; MeSH: syphilis, PCR, diagnosis e molecular biology.

A combinagao dos termos utilizados como DeCS e MeSH para busca dos artigos foram: a) Sifilis and PCR; b) Sifilis
and biologia molecular; c) Sifilis and PCR and diagnostico; d) Sifilis and PCR and diagnédstico and biologia molecular; e)
Syphilis and PCR; f) Syphilis and molecular biology; g) Syphilis and PCR and diagnosis; h) Syphilis and PCR and diagnosis

and molecular biology.

2.2.2.3 Critérios de inclusdo e exclusio
Para a selecao das fontes, foram considerados como critério de inclusao:
1. Artigos indexados nas bases de dados a partir dos descritores (DeCS): sifilis, PCR, diagndstico e biologia molecular e
MeSH: syphilis, PCR, diagnosis e molecular biology;
2. Foram selecionados os artigos publicados nos idiomas portugués, espanhol e inglés que dissertam sobre a patologia
sifilis ¢ as técnicas moleculares utilizadas;
3. Estudos disponiveis em texto completo e originais, publicados nos tltimos dez anos.
Como critérios de exclusdo foram: artigos que apds a leitura e andlise critica nao atendam a questao norteadora;
artigos que nio atendam o periodo estimado de busca de dados; publicacdes nio disponiveis em texto completo; artigo em

duplicidade, revisoes e outros formatos (tese, manuais, protocolo etc.).

2.2.2.4 Estratégia de busca e seleciio e anilise dos artigos

Apés a realizacdo da estratégia de busca nas referidas bases de dados, foram encontrados 708 estudos por meio de
uma leitura analitica dos titulos. Optou-se por ndo incluir artigos de revisdo, teses, dissertacdes e monografias, buscando
contemplar maior nivel de evidéncia. Do total de artigos cientificos, 40 artigos (LILACS), 35 artigos (SCIELO), 248 artigos
(PUBMED) e 385 artigos (SCIENCE DIRECT). Apés a discriminagao dos qualitativos pelas bases de dados, foi feita uma
andlise do resumo, adequacio ao tema da revisdo, exclusdo de artigos pagos ou de revisdo, exclusdo dos que ndo estavam no
periodo selecionado e que niio se enquadravam dentro dos descritores e foram entdo selecionados 48 artigos cientificos. Apds
organizacdo das ideias e leitura dos artigos na integra, a amostra final consistiu em 10 artigos cientificos que atenderam aos
critérios de elegibilidade propostos, sendo 8 da PUBMED, 1 da SCIENCE DIRECT e 1 da LILACS. O resumo do processo de

coleta, andlise e selecao dos artigos incluidos na amostra desta pesquisa segue apresentado na Figura 1.
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Todos os trabalhos escolhidos nesta etapa obtiveram ordem de importéncia conforme os critérios pré-determinados, na

sequéncia foi realizada a sintetizacio dos resultados da pesquisa.

Figura 1 — Fluxograma de coleta, andlise e sele¢do dos artigos para o desenvolvimento da pesquisa, Caceres - Mato Grosso,

Brasil, 2021.
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PUBMED SCIENCE DIRECT UL;\CS
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Fonte: Autores.

3. Resultados e Discussao

Na Tabela 1, estd apresentado o perfil dos artigos selecionados para esta andlise. O perfil descrito refere-se as
varidveis: ano de publicagio; revista/periddico; local da pesquisa e caracterizagdo do delineamento/desenho de estudo.
Conforme observado na Tabela 1 entre os dez artigos analisados, a PUBMED teve maior destaque como base de dados tendo
80% das publicagdes indexadas (Tabela 1).

Quanto ao desenho de estudo, todos os estudos selecionados eram de ensaio clinico, sendo 3 prospectivo, 2
retrospectivo e 1 observacional. Observou-se que, em relacio ao qualis 70% sdo A e 20% B, mostrando excelente nivel de

qualidade nos artigos relacionados com objeto de pesquisa, somente 1 ndo possui qualis significativo.
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Quanto ao segmento temporal das publicacdes foi de 2012 a 2021, tendo os anos de 2019 e 2020 os maiores destaques
(40%) e os demais anos todos com apenas 10% de publicacio cada. Ainda conforme dados da tabela 1, constatou-se que 40%
das publicagoes foram originadas da Franca e China, e as demais publicagdes também sio de fora do Brasil, mostrando que

ainda temos muito que evoluir nas tecnologias moleculares.

Tabela 1 — Perfil dos artigos analisados segundo ano de publicacdo, autores, revista, base de dados, Qualis, local

(Estado/regido) e desenho de estudo, Céceres-Mato Grosso, Brasil, 2021.

n’ Ano Autores Revista/Periodic Base de Qualis Pais Ensaio Clinico
0 dados
Al 2012 Grange et al Journal of Clinical | PubMed Paris - Franca Prospectivo
Microbiology A2
A2 2014 Glatz et al Clinical Sicenc Al Zurique - Suica Prospectivo
Microbiology and Ditect
Infection
A3 2015 Pinilla & Chaverro Nova Lilacs Bogotd- Colombia Ensaio clinico
& Moreno &
Navarrete &
Muioz
A4 2016 Castro et al Journal of Clinical | PubMed Bl Lisboa - Portugal Ensaio clinico
Laboratory
Alalisis
A5 2018 Wang et al Emerging PubMed Al Shanghai - China Ensaio clinico
Microbes &
Infections
Ab 2019 Noda & Rodriguez International PubMed Bl Havana - Cuba Observacional /
& Grillova & Journal of STD & Prospectivo
Bosshard & AIDS
Lienhard
A7 2019 Zhang et al Sexually PubMed A4 Guangzhou - Ensaio clinico
Transmited China
Diseases
A8 2020 Grange et al Journal Of PubMed A2 Paris — Franga Ensaio clinico
Clinical
Microbiology
A9 2020 Vrbova et al Plos One PubMed Al Brno — Reptblica Retrospectivo
Tcheca
Al0 2021 Shukalek et al Frontier in PubMed Alberta - Canadd Retrospectivo
Cellular and
. Al
Infection
Microbiology

Fonte: Autores.

Comparando os anos de 2012 a 2021, notou-se um aumento dos nimeros de pesquisas relacionadas as técnicas
moleculares na detecgao de DNA. De 2012 a 2019 havia mais estudos prospectivos, onde se trabalhava com o desfecho que
ainda ndo ocorreu, quando comparado ao ano de 2020, que demonstra uma mudanga passando a estudar o paciente a partir de
um desfecho, o que enfatiza a credibilidade nos dados de registros do passado, em relacdo a exposi¢io do fator e/ou a sua
intensidade.

Na Tabela 2, foram incluidas as particularidades dos estudos referente a0 método utilizado nas pesquisas, o publico-

alvo do estudo, o método de coleta, os genes utilizados e o principal desfecho.

6



38

L
eperedwod 9,001 9p apeproyIoadss ‘QSOdL umOopyonol SBIDO[N ‘SEAUEIND SITIJIS 9p {(ouuy 1§ apepnoeq ep [eidsoH)
9 94T 9P IPEPI[IISUdS ‘9ET0d.L SOATY wod ‘paIsaN YDd SBI9I[N 9P SqeM§ ej1adsns opdeindog ei3ojoroudA0IRWId( oJudweledaq 6V
G8°0= eddey] ewouodai],
2 opep1oy10adse 9,8°]6 “OPePI[IGISUIS (sdp oadp, ered paisaN ¥Dd suRq W uryoo)) reydsoyq
9P 95()8 9AIQO “SI[IJIS BP SOOTUI[O stowid) VL (sISI [ eied ou seueLaIoeq SIS eled [euooeN
9 50913010108 S00NSQUTLIP WOd YDd | 2 (o 2603 | [ear odwd wa YDJ) Nualtiehd STENUAT seroIn BIOUQIDJOY 9p 0Nud)) "eduer] eu 1.5 op
$9)s9] S10p S0 soperedwods opueng) sownad) spdd) | xo1d1y [eromuwos 1y SBIOJ[N 9P SqEMS wod oedendog sonuay) S19S Wy Y
BY[2I0 oronuod odnig BUIYD) — Noyz3uenn
*SEATIESOU WRI0J SO[0NUO0D SEISOWE ep ojnqof op angues @ | wmn 9 asej Jonbrenb wrd ste)rdsoy 9195 9p SIAAISSIUISUR)
se sepo, “stjyIs exed seansod srowd eay odway 0J0s YT ‘Ter01 ondues | ap sIIys op eyradsns UAWENXIS SEIUAOP NO BISO[OIRULIDP
SRIISOWE SBP 9%,/°]/ N012319(] SOAON V jod wd pasoN ¥Dd RIOD[(] P SqBMS wod ogdendog 9p [erIOIR[NqUIE OJusweLRdaq LV
€7 9P 10 YDd 2 BISO[0I0S 21IUD :
BIOURPIOOUO)) "SOJITO[0IOS SAUWEXD VN4 S9T ouasd epeo ered | ‘Tear Hualtieh SIEIIUDS OUR SBIAI[N eqn) ‘eueaeH — (3[d]) 1IN0
SO WOd YDd s so noredwo)) 9 /pdd) *y jod odwa) wo YDd € 9 STEUE SEIOJ[N 9P qEMmS woo ogdeindog 0Ipa,, [eo1do], BUIOIPOJA] 9P 0JNIISuT (%
quake]
SITIIS BU BXTR( 0JINW [0J 0B32319p SI[IJIS Bp reysueyg op 913 ep
® SBJA 'Souas stop sop palsaN ¥Dd PaIsaN ADd SOI3P1Sa SAYUAIAJIP Se3ua0(] 9p [EIdSOH Op SISAISSTWISUBI],
SO 9IUQ WEIEPIOJUOD SENSOWE Y7 /pddr o 7 jod 3 [BUOTIUIAUOD YD d 2101 anSueg wo ogdendog QJUAWTENXS SEIUIO(T 9P BIIUID SV
/pddy
0P 8°98 SA €76 001J100dsa stewt 10] stigzs eaed
viod 09 ‘(v jod op 95,69 SA %8°GL) seanyisod sensowre
TOAISUDS STRW 9 /£dd) 0 anb nonsoy /#ddy oy jod [BUOTOUDAUOD YD J ADT wod oedeindod [ea1do1], BUTOIPAW 3 QUAISIH Op oyMnsU] | v
[ear odwdy wa
sonno so anb apeproyroadsa 2 LPNAI ‘YNG4 MDA @ ‘PAsaN ¥Dd U0)SUISEA\ Op OPEPISIDATU[) BP SI[IJIS
IPEPIIQISUIS JOY[IW A £FNdI OATY §97 ‘v jod ‘TeuotoudAu0)) JDd Te217IquI) 0BpIo)) SOPTISBU-UIPINY ep eisororedountuy op oyuowelredaq €V
01153 odwed
VN ap e1dosso1dnN
§9J 9ud3 o 9 er3o[oiog ea3urIejo1o Teruas oprdar (edmg)
apepoy1ads? 95001 ered sopeyuasop wod operedwod 3 STeu® ‘steIuag BU SBIID[N WO anbunz ap oupnsidatu) [eidsoq
IPRPIIQISUIS 35001 sIowg a1 odway wd YDOd SBIDI[N 9P SqEMS v[npe oedendod op ‘er3o[o1ewd( 9p ojudwelredaq v
sdyp oodp 0
(16 9 $7) 12101 an3ues @ 2 deOM 2 SO SIOAEpNES
(€69 LpT) 0108 (76 @ 1) vwserd wy | srownd op sared sonpiaIpur
apeproyIoadsag, g6 SIOp NOsn sk 2101 9ndues o vwserd 3 ST[IS op eiradsns eduery
3 OpEPI[IQISUDS 9,78 SqeM§ W — /pdd) suan) MDd 918N ‘0108 ‘0BSI[ Ip SqEMS wod oedendog — SLIEJ WO [ S(J 9P SONUID S10(] v
s S S OpEZI[I)[) U3 OpeZIn[] OPoRIA exsoury ap odry, OA[R-001IqNg WHIHIED) ol
"BPENUOJUD 9PEPIONJIoadsa o opepI[IqIsuas @ ‘opezi[nn auas o OpeZI[HIN OPOIPUW ‘BIA[00 AP OPOJPU ‘0ATE-091[qNd ‘OLIPUI) OpPUNSAS ‘SOPRUOTIA[IS SOTIHE SOP SEONSLIANIEIE) — T BRYE],
8LY8T'6I0TA-PSI/8YYEE OT/B1010pXP//:dY O | 60+€-STST NSSI | (0% Ad DD)
120T ‘8LFST601E6S? 6 U ‘01 "A Juawdojaaa pue L9100 ‘Yoreasay



39

'S2I0IY (U0

FEIUEr

666 9P 3pEpIYads?

Lpddy oy jod

ADd

STEITUS OUB S90S

OUB SI0SI[ WO
eynpe ogdendod

epeue) — eaqry 3p 1SA
wa seIsIeroadsa sonuad sopuel3 sog
(eonqnd

01V

3 ¢'61 OP 2PEPITIQISUdS NONUOJUY

[e101 9ngues

apnES 3P [RUOIIEN OJMNSUT) SIS
op oonsouser( eJed [RUOIORN BIDUQIDJIY
Op OLIQIBIOQRT @ (SA[IEY)) APEPISIIATU[))

BI30[012UA0IRULI(] OludwERda(]

(¥ 10d)6010d.L
(Ddun)61€0dL ‘0BdBZITBOO] WIS {(JATRSRIA Op QPEPISIOATU[)
‘VNAISET SBIao[N ‘stenuas oue ‘ourg apep[noeq ep [endsoH)
"D Op 091SouTeIP O WOD ‘G0L0dL SBI30[N ‘seafuLIejoIo rI30]01udA0)eULIR(] Ojuaueedacy

8/ 8T 610TA-PSI/8YFEE 0T/S40'10p Xp//:dny 10 | 601E-STST NSSI | (0 A9 D)

1T0T ‘SLYSTE0TEHSD 6 U 0T "A Wawdo[aAd( pue A13100§ Yoreasay




40

Research, Society and Development, v. 10, n. 9, e59310918478, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOT: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i9.18478

A partir da andlise das informacgoes obtidas, foi possivel identificar que os dois genes de maior interesse para realizar
o diagnéstico de T. pallidum por biologia molecular sido o pol A e o tpp47. Nota-se que estes sio os dois genes mais utilizados,
embora exista outros genes alternativos usados com menos frequéncia, por exemplo o /65 rDNA e TP0319 (rmpC). O pol A
codifica a DNA polimerase 1 que estd relacionada com o reparo e replicacio do DNA e o tpp47 codifica uma proteina de
membrana citoplasmdtica envolvida na sintese da parede celular, ambos 0s genes estdo presentes nos genomas de T. pallidum
(Ageron et al., 2015).

Dos artigos selecionados os estudos Al, A3, A4, A5, A6, A8 e A10 defendem a utilizagdo do gene fpp47, enquanto
nos estudos A3, A4, A5, A6, A7 e A10 fazem uso do gene pol A e poucos estudos (A2, A3 e A6) fazem uso do gene /6S
rDNA, e apenas um estudo o A9 faz uso do TP0319. No entanto, observa-se que a maioria dos estudos utilizam mais de um
gene, isto ocorre devido a uma néo padronizac@o da técnica.

O estudo Al usou o PCR Nested especificamente para gene tpp47 de T. pallidum utilizando amostra de sangue total,
plasma, soro e swabs de lesdo, em 294 pacientes com suspeita de sifilis e 35 voluntdrios sauddveis. As andlises de amostras de
swabs de lesdo de pacientes com diagndstico de sifilis e de pacientes sem sifilis tiveram boa sensibilidade (82%) e
especificidade (95%) para a detecgido do genoma de T. pallidum em pacientes com sifilis primdria e secundaria. Ja no sangue
total o genoma do T. pallidum apresentou uma baixa sensibilidade de 24%, mas uma boa especificidade (97%), o mesmo
ocorreu com o plasma e o soro sensibilidade de 18 e 14,7 e especificidade de 92 e 93 respectivamente. Esta diferenca na
sensibilidade pode resultar do uso de um gene alvo diferente pp47 versus pol A e as condigdes em que o sangue total foi
armazenado, pois ji foi demonstrado que o congelamento das amostras pode afetar a sensibilidade.

O estudo A2 avaliou diferentes amostras (swabs de tlceras genitais, anais e orofaringeas) de pacientes com suspeita
de sifilis, buscando a deteccao do T. pallidum, utilizou o PCR em tempo real comparando com microscopia em campo escuro e
sorologia, o gene pesquisado foi o 165 rRNA, observou-se que a sensibilidade e especificidade do PCR em tempo real foi de
100% para T. pallidum, quando comparado ao teste referéncia que ¢ a microscopia de campo escuro. O PCR parece superior &
sorologia nas infec¢des iniciais por 7. pallidum.

Na pesquisa A3 os alvos moleculares (pol A, 16S rDNA, tpN47) de microrganismo foram amplificados por meio de
PCR convencional, PCR Nested ¢ PCR em tempo real em amostras de cordido umbilical de recém-nascido. Os trés genes
apresentam resultados semelhantes por PCR convencional; no caso de PCR nested e PCR em tempo real, o gene tpN47 exibiu
maior sensibilidade e especificidade em comparacdo aos genes pol A e 16Sr DNA, mostrando que o gene #{pN47 pode ser
utilizado como alvo molecular para o diagndstico imediato da sifilis congénita. Corroborando com o estudo acima Grange et
al. (2012) utilizou o gene fpN47 para o diagnostico de Neurosifilis (SN) no LCR, em comparagiio com os testes diagnosticos
estabelecidos pela Organizagio Mundial da Saide (OMS), onde comprovou a capacidade do microrganismo de invadir o SNC
durante os estdgios primérios da doenca.

Estudo feito com o gene 1pN47, deu origem a resultados promissores e assim desenvolveu um qPCR para detectar T.
pallidum subsp. pallidum sem reatividade cruzada com treponemas da flora comum da pele ou com patdgenos associados a
infec¢des sexualmente transmissiveis (ISTs), para ser usado para detectar e quantificar o microrganismo em diferentes lesoes e
estdgios da doenca, constatando que na sifilis primdria existe um grande nimero de microrganismos nas (lceras, mas um
nimero baixo de copias no sangue; na sifilis secunddria ocorre aumento da bacteremia, enquanto na fase latente a bacteremia e
a carga treponémica sdo detectadas com menor frequéncia (Tipple et al.,2011).

Em A4 os pesquisadores realizaram duas técnicas de rea¢ao em cadeia da polimerase (PCR) uma para cada gene (pol
A e 1pp47), para a deteccdo de DNA de T. pallidum no liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com sifilis. Mostrou que o
tpp47 é mais sensivel (75,8% vs 69,7% do polA) e o pol A foi mais especifico 92,3% vs 86,8 do ipp47. Porém ainda ha
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dificuldades de se determinar qual é a melhor técnica a ser usada pois os resultados variam de acordo com o estigio da sifilis
em especial na sifilis latente.

Além disso, o estudo A5 investigou o método PCR nested e o PCR convencional para os genes (pol A e tpp47) em
amostras de sangue total de pacientes com diferentes fases da sifilis (primdria, secunddria e latente). O ensaio de PCR nested
com os dois alvos (pol A e tpp47), detectou DNA T. pallidum em 53,6% e 62,9% dos pacientes com sffilis primdria e
secunddria, respectivamente, o que foi muito superior aos niveis de detec¢do em pacientes com sifilis latente (7,4%).
Indicando que o PCR nested é um método sensivel para detectar DNA T. pallidum no sangue, especialmente em pacientes com
sifilis primdria e sifilis secunddria. A pesquisa feita por A4 vem amparar o estudo A5, quanto ao beneficio do PCR utilizando
dois genes alvos (pol A e 1pp47) para detecgiio de DNA de T. pallidum em pacientes com sifilis primdria e secundaria.

Até 0 momento, nenhum gene especifico foi recomendado como um alvo padrdo-ouro para PCR do T. pallidum. No
entanto, 0s genes 1pp47 e pol A sio os alvos mais promissores atualmente.

A6 avaliou o desempenho de 3 PCR uma para cada gene (pol A, tpp47 e 165 rDNA) e o teste soroldgico de pacientes
adultos com ilceras ano genitais. Os testes moleculares e a sorologia ndo se correlacionaram bem, obteve concordincia de
52,3%. As sensibilidades dos ensaios de PCR (pol A, tpp47 e 16S rDNA) e sorologia (VDRL) foram 71,6%, 57,5%, 57,5% e
67,2% e especificidade de 100%, 100%, 100% e 86,4% respectivamente. A combinagdo de PCR e sorologia pode oferecer
informacOes valiosas para o diagndstico de sifilis em pacientes que apresentam Ulcera ano genital, evitando complicacdes
clinicas adicionais e transmiss@o da doencga.

Isto estd em contraste com o estudo de Brischeto et al. (2018), que afirma que o PCR para detectar T. pallidum
acrescenta pouco valor clinico sobre a sorologia e para o diagndstico de sifilis em determinados contextos clinicos. Em seu
estudo mostraram que a maioria dos pacientes com PCR positivo para o T. pallidum também tiverem resultado positivo na
sorologia para sifilis.

O estudo A7 investigou a viabilidade do PCR nested (dois pares de primers para o gene pol A) para identificar DNA
de T. pallidum em diferentes amostras (Swabs de tlcera, sangue total, LCR, soro e sangue do 16bulo da orelha) de pacientes
com sifilis em qualquer fase. Entre os tipos de sifilis, a maioria das amostras testadas com PCR nested mostrou resultado
positivo para 71,7%, incluindo sangue do 16bulo da orelha (92,0%), liquido cefalorraquidiano (LCR) (90,2%), esfregacos de
les@o (74,3%), soro (66,9%) e sangue total (64,2%). Nao foram observadas diferencas significativas em amostras positivas para
sangue total, soro e esfregacos de les@o entre a sifilis primdria e secunddria, porém houve diferenca entre sifilis terciaria,
latente e neurosifilis. O PCR nested pode ser usado para identificar o DNA de T. pallidum de diferentes amostras de pacientes
sifiliticos, mas a limitagdes como diferentes tamanhos de amostras.

Em outro estudo, A8 analisou o desempenho de duas técnicas, um novo ensaio PCR em tempo real comercial
comparando com o ensaio de PCR nested, o DNA foi extraido de esfregacos genitais e mucosos coletados de pacientes com
lesdes mucocutineas. O PCR em tempo real detectou o 7. pallidum com uma sensibilidade de 80% e uma especificidade de
98,8%. Em comparagido com o ensaio de PCR nested (tpp47) que teve uma sensibilidade de 84% e uma especificidade de
100%, a concordéincia entre os dois ensaios foi muito boa (92,5%). A sensibilidade dependeu da localizagdo da lesdo. Este
resultado foi comparado com o padrio ouro, ou seja, diagnéstico final de sifilis com base no exame clinico e testes soroldgicos.
Mostrou que o ensaio PCR em tempo real é adequado para detectar T. pallidum em uso de rotina e facilita a detecciio rdpida
simultdnea de patégenos relevantes em um contexto de lesdes suspeitas de sifilis. As andlises feitas pelos estudos A4 e AS
corroboram com a pesquisa mostrando que a PCR nested é relevante para detecgdo da sifilis pois mostrou uma boa
sensibilidade e especificidade.

A andlise do estudo A9 foi realizada em populagao suspeita de sifilis em diferentes amostras, swabs de tlceras

cutiineas, tlceras orofaringeas, ulceras ano genitais, tlceras sem localizacdo e sangue total, comparando com os métodos
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soroldgicos (ndo treponémicos — RPR e treponémicos - TPPA, ELISA e analise de Western Blot (WB) de IgM e IgG e com
DNA de PCR usando alvos TPO136, TP0548, TP0705, genes 23SrRNA, TP0319 (tmpC) e TP0105 (pol A). Houve
concordéncia de 59,6% entre os testes de sorologia e PCR para todo o conjunto de amostras. A Sensibilidade, especificidade
para a sorologia foi de 89,3% e 100% e para PCR 72,3% e 100% respectivamente.

Esses resultados sdo compardveis com os resultados relatados por Noda et al (2019), os dados revelaram que PCR ¢
sorologia nao se correlacionaram bem (concorddncia = 52,3%), mostrou que a combinacio de PCR e sorologia pode oferecer
informacoes valiosas para o diagndstico de sifilis, evitando complicacoes clinicas adicionais e transmissdo da doenca.

Por fim, o resultado do estudo A10 realizado em populag@o adulta de pacientes com lesdes ano genitais, utilizando o
método PCR e dois genes alvos diferentes (pol A, tpp47) versus sorologia, mostrou que a PCR apresentou sensibilidade de
49,3% e especificidade de 99,9%. Apesar da baixa sensibilidade do teste molecular para sifilis primdria este ¢ um teste
altamente especifico e ttil na confirmacdo do diagnéstico e poderia ser utilizado ndo como um teste de triagem, mas sim
utilizar os testes de sorologias simultineos com o PCR pois poderiam garantir que todos os casos sejam identificados para
gerenciar o agravamento da epidemia. O estudo A9 contribui com o estudo mostrando que a PCR ¢ vantajosa na confirmacéo

do diagnéstico de sifilis e assim evitar a sua transmissao.

4. Consideracoes Finais

Em uma andlise geral dos artigos, observam-se variacdes da mesma técnica, com a utilizacio de genes alvos e
material de amostra diferenciado, o que demonstra que a pesquisa na biologia molecular tem evoluido e que os pesquisadores
estdo tentando padronizar um método mais adequado, vélido para o diagnéstico de sifilis.

No que se refere aos genes mais empregados como alvo, destacam-se o pol A e o tpp47 estes por serem de regides
conservadas no genoma do 7. pallidum, dessa maneira, apresentam melhor aplicabilidade no diagnostico da sifilis.

Em relacdo aos testes moleculares o ensaio PCR nested demonstrou ser promissor tendo boa sensibilidade e
especificidade no diagndstico da sifilis primdria e secunddria em conjunto com a sorologia para evitar complicacdes clinicas e

transmissdo da doenga, dessa forma impedir o agravamento da epidemia.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Syphilis is a sexually transmitted disease caused by Treponema pallidum. DNA amplification methods have started
DNA . to be used to facilitate diagnosis at different stages of the disease. The success of such methodologies depends on
Extraction obtaining DNA from clinical samples in adequate quantity and quality for molecular reactions. There are many
Treponema pallidum

DNA extraction kits, but often the molecular analysis process is unfeasible due to its cost and access to imported
products. Thus, this study aimed to analyze three methods of extracting DNA from Treponema pallidum from
ulcers of patients investigated for syphilis. The three methods, an in house one (sonication) and two commercial
ones (LGC, Brazil) and the PureLink Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) 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 using the tpp47 gene as a target for amplification, DNA quantification and method
execution time. When compared to the sequencing, the sensitivity and agreement of the PureLink, sonication and
LGC methods to extracted DNA 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 sonication method was the closest in concentration of DNA to the PureLink method with a similar degree
of purity, besides having the lowest cost-benefit ratio. It can be an interesting option for laboratories that work
with reduced costs, since it is much more financially viable.

1. Introduction (Korenromp et al., 2019). In Brazil, some capitals (Recife and Porto

Alegre) had incidence rates in 2018, with 29.3 and 28.3 cases/1000 live

Syphilis is a chronic, multisystemic and serious communicable
sexually transmitted infection (STI) caused by T. pallidum. Transmission
can be vertical (during pregnancy) (Carlson et al., 2011; Castro et al.,
2016) or occur through sexual contact.

The World Health Organization (WHO), based on prevalence data
from 2009 to 2016, estimated a total of 376.4 million curable STIs, of
which 6.3 million were syphilis (WHO, 2020). The prevalence in preg-
nant women worldwide was approximately 988,000 cases, where the
vast majority either received no treatment or inadequate ones
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births, respectively (Brasil, Boletim Epidemioldgico da Sifilis. Ministério da
Satide, 2019).

T. pallidum is a microorganism that cannot be readily and reliably
grown in culture media, which makes its isolation and laboratory
diagnosis difficult (Ageron et al., 2009). Thus, the diagnosis of syphilis is
made by combining clinical findings and laboratory tests that vary ac-
cording to each stage of the disease (Brasil, 2016). The most used
methods of diagnosis can be divided into serological methods, based on
the detection of antibodies (non-treponemal and treponemal methods)
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and direct methods, based on the detection of bacteria such as dark field
microscopy direct immunofluorescence and molecular tests (Castro
et al., 2016; Brasil, 2016; Brasil, M.d.S, 2015; Pereira et al., 2019).

In the last few years, there has been an increase in the development
of techniques for diagnosing syphilis through nucleic acid amplification
tests (NAATSs) to increase the sensitivity and specificity of the tests.
Among all available techniques, the amplification of DNA by polymerase
chain reaction (PCR) is the most widely used method (Grange et al.,
20125 Gama et al., 2017; Zondag et al., 2020). There are two distinct
regions in the T. pallidum genome widely used as target for amplification
by PCR: the gene that encodes DNA polymerase I (polA) and the tpp47
gene, which encodes a membrane protein involved in cell wall synthesis
(Liu et al., 2001; Ageron et al., 2015; Wang et al., 2018; Guan et al.,
2019).

Using NAATSs tests, DNA can be detected from biological samples
such as blood or material obtained from injury (usually ulcers) as well as
elsewhere in the body in most forms of syphilis T. pallidum (Wang et al.,
2018).

Studies evaluating blood samples and their derivatives (e.g., serum,
plasma) showed a low sensitivity of PCR in this type of sample, ranging
from 0% to 62% regardless of the clinical stage of patients (Castro et al.,
2016; Grange et al., 2012; Ageron et al., 2015; Marfin et al., 2001; Cruz
et al.,, 2010; Martin et al., 2009; Castro et al., 2007). Interestingly,
capillary blood samples collected from the auricular lobe presented a
slightly higher sensitivity compared to those of whole blood and serum,
with values ranging from 54 to 66% when the tpp47 and polA genes were
searched in this type of sample from patients diagnosed with latent
syphilis. These results may be related to the hypothesis that T. pallidum
resides in the capillary beds of patients with latent infection (Castro
et al., 2007; Castro et al., 2009; Lu et al., 2017).

The samples with the highest sensitivity to PCR are swab samples
collected from primary syphilis (chancre) lesions, which range from 72
to 95% (Ageron et al., 2015; Wang et al., 2018; Heymans et al., 2010),
while swab or biopsy samples collected from secondary syphilis lesions
showed much lower sensitivity (between 20% and 86%) (Grange et al.,
2012; Heymans et al., 2010; Palmer et al., 2003).

In the case of neurosyphilis, the diagnosis is made through cytolog-
ical and biochemical analysis of the Cerebrospinal Fluid (CSF) for anti-
bodies against the microorganism, which may be specific or not (Castro
et al., 2016; Ageron et al., 2009).

NAATs are highly dependent on the efficiency of the method of
extracting the genetic material used (Farah, 2007). The extraction of
genomic DNA method is of great importance for a reliable detection of
T. palllidum. Therefore, the selected method must fulfil some criteria,
such as: reliable performance, elimination of PCR inhibitors, and be
implementable as a laboratory technique, resulting in nucleic acid
samples with sufficient quality for molecular analyzes (Casaril et al.,
2017).

Currently, there are several methods of DNA extraction that use
different ways to lyse the cells and purify the DNA. High temperature
lysis, chemical and enzymatic reagents are present in most techniques
(Psifidi et al., 2015; Moura et al., 2016; Bierhals et al., 2020). Physical
lysis, such as sonication (ultrasound), has also shown significant results
in some studies such as Bello et al. (2020), who used sonication to detect
Mycobacterium tuberculosis, and Moreira et al. (2010), who used this
method to extract DNA from Streptococcus.

Purification of DNA with silica has been shown to be extremely
efficient for obtaining quality DNA (Psifidi et al., 2015). The PureLink
Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, California, USA) is
already established in the market and is being used in other studies
(Bierhals et al., 2020; Gama et al., 2021). However, its use in countries
that need to import it is expensive, which results in a high cost per
sample to be analyzed.

Due to the wide variety of methods for DNA extraction, establishing a
method that is fast, inexpensive and that produces DNA in sufficient
quantity and quality for PCR amplification is essential. As there is a large
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variety of commercial and in-house techniques available for DNA
extraction, it becomes relevant to evaluate alternatives to seek methods
that are more appropriate to the reality of laboratories. In the present
work we evaluated three methods of extracting T. pallidum DNA from
clinical samples. The evaluation considered the in-house method (son-
ication) and a commercial method (LGC, Sao Paulo, Brazil), new to the
market and still without an evaluation, and an extraction kit already
validated and well established in the market, the PureLink Genomic
DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific), and compared the results ob-
tained to the sequencing of the samples.

2. Materials and methods
2.1. Samples

DNA was extracted from samples of genital ulcers in men, suggestive
of primary or secondary syphilis. The samples were collected with swabs
and soaked in a saline solution at the Sanitary Dermatology Clinic (SDC)
in Porto Alegre (Rio Grande do Sul, Brazil), a municipal public health
service from July 2019 to March 2020. These samples were kept
refrigerated until they were taken to ULBRA (Lutheran University of
Brazil) molecular biology laboratory, where they were manipulated.

To perform the comparative analysis between the three methods,
samples from 51 patients were split in 3 equivalent aliquots (one for
each method), totalling 153 analyzes. The result of DNA detection
T. pallidum by sequencing was considered the standard to defining
positive and negative samples.

e Inclusion criterion:

Men over 18 years old, with genital ulcers suggestive of primary or
secondary syphilis seen at the SDC.

e Exclusion criterion:
Men with cognitive impairment that would prevent them from
understanding informed consent.

2.2. Statistical analysis

The data were allocated to a database in the Microsoft Excel software
and were processed and analyzed by the Statistical Package for the So-
cial Sciences (SPSS) version 21.0 software (IBM Corp. Armonk, New
York, USA). To assess the agreement between the PCR amplification
results for detecting the pathogen performed by the different extrac-
tions, the Kappa index (in pairs) was calculated, where the Kappa
agreement strength (K) was interpreted as follows: K <0.00 (insignifi-
cant), K = 0.00-0.19 (poor), K = 0.20-0.39 (weak), K = 0.40-0.59
(moderate), K = 0.60-0,79 (important), K = 0.80-0.99 (almost perfect)
and K = 1.00 (perfect) (lared et al., 2018).

The Mann-Whitney test was used to evaluate the possible differences
between the amounts of DNA.

2.3. Ethical considerations

The project started after the work proposal approbation by the Ethics
Committee of the School of Public Health of Rio Grande do Sul, under
number 3,232,889, according to Resolution 466 of 2012 of the National
Health Council.

2.4. DNA extraction methods

2.4.1. Sonication (in-house method)

DNA extraction was performed by a sonication process, according to
Moreira et al. (2010) with some modifications. Briefly, 500 pl of Phos-
phate Saline buffer (PBS buffer: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM
NasHPOj4, 1.8 mM KHPO4) were added to 200 pl of the sample, shaken
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and centrifuged. After removing the supernatant, 100 pl of ultrapure
water was added and placed in the vortex. The samples were placed in a
dry bath for 20 min at 95 °C and then placed in an ultrasound bath
(sonication, Becosonic, Heili, Beco Technic & Co GmbH, Germany) for
10 min at 30 °C. After this step, the samples were centrifuged at 13,000
RPM for 10 min, and the supernatant containing the DNA was stored at
—20 °C until the PCR technique had been performed.

2.4.2. LGC Biotechnology extraction kit

The extractions were performed according to the manufacturer's
protocol. Briefly, 200 pl of each sample were used, which was lysed with
guanidine thiocyanate and washed with specific buffers and then the
extracted DNA was eluted from a silica column and stored at —20 °C
until use.

2.4.3. PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific)

The extractions were performed according to the manufacturer's
protocol. Briefly, 200 pl of sample were lysed using Digestion buffer,
Proteinase K and RNase A. The samples were applied to a spin column,
washed with specific Wash Buffers and the DNA was eluted using Elution
Buffer, and stored at —20 °C until use.

2.4.4. Detection of T. pallidum by PCR

After DNA extraction, T. pallidum DNA was detected by the con-
ventional PCR technique using KO3 and KO4 primers, which amplify a
260-bp segment of the tpp47 gene as described by Palmer et al. (2003).
The nucleotide sequence of the primers is listed below:

KO3: 5-GAAGTTTGTCCCAGTTGCGGTT-3'

KO4: 5'-CAGAGCCATCAGCCCTTTTCA-3'

The samples were prepared for DNA amplification as described by
the author (Palmer et al., 2003). A mixture was prepared with 10x
buffer, 1.5 mM MgCls, 200 pM of each dNTPs, 25 pmol of each primer
and 1.25 U of the enzyme Platinum™ Taq DNA Polymerase Kit (Thermo
Fisher Scientific). The amplification reactions were performed with an
initial denaturation step at 95 °C for 2 min, followed by denaturation at
95 °C for 20, 62 °C for 20s and 72 °C for 20 s, for 35 cycles, and a final
extension at 72 °C for 5 min using a MJ Research PTC 96 thermal cycler.

Controls were used in each reaction. As a positive control, DNA was
used from a wisely from a known positive sample, already characterized,
and genotyped for T. pailidum and as negative control all the compounds
of the reaction with ultra-pure water in place of DNA were used.

The PCR result was analyzed by electrophoresis on a 2% agarose gel
containing 0.05% ethidium bromide and visualized under ultraviolet

light.
2.5. Sequencing

After the molecular detection of T. pallidum, the PCR positive sam-
ples went on to the step of molecular characterization and identification
through the MLST method as described in Grillova et al. (2018) using
TP0136, TPO548 and TP0O705 as target genes. This characterization was
carried out by the company ACTGene Analyses Molecular (Porto Alegre,
Brazil), through DNA sequencing from PCR products using the ABI-
Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) equipment.

2.6. DNA quantification

The quantification of the DNA obtained in the extractions was per-
formed by spectrophotometry by using a BioSpectrometer Basic (Eppen-
dorf, Hamburg, Germany) at 260 nm. Analyzes to check the purity of the
nucleic acid in relation to the presence of proteins (A260/A280 > 1.8)
were also performed using the same device. The presence of other im-
purities or inhibitors in the PCR reaction was evaluated by the ratio
A260/ A230 = 2. Furthermore, the samples were analyzed for their
integrity in a 2% agarose gel with ethidium bromide and visualized
under UV light in the transilluminator.
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2.7. Practicality and cost assessment

In this parameter, the number of steps of each method, the time of
execution of the entire procedure, laboratory reagents required, and the
number of necessary equipment were evaluated. In addition, the cost per
sample was estimated, considering only the reagents/Kkits.

3. Results
3.1. Evaluation of DNA detection of T. pallidum by PCR

Of the 51 patients, T. pallidum was identified by sequencing in 29,
and 22 were negative. After DNA extraction of the 153 samples by the
three methods (one sample aliquot for each method) and PCR, it was
possible to detect the DNA band on the agarose gel corresponding to the
amplified DNA fragments extracted by the three methods. The results
are showed in Table 1.

3.2. DNA quality assessment

An assessment of the DNA concentration and purity degree after
extraction was performed. The Purelink silica extraction technique,
which was used as a reference, made it possible to obtain a greater
amount of DNA (47.65 ng/pl, +50.05), significantly different (p < 0.01)
from the protocol of the other two methods, which was also visualized
on the agarose gel considering the band intensity (Table 2). Regarding
the degree of purity of the extracted DNA, no significant difference was
found between the methods.

When the same DNA analysis was performed on samples with the
divergent PCR results (9/51) shown in Table 3, we observed that DNA
was not detected in sonication in one sample (sample 1) that had a
higher DNA concentration than the LGC method (21.5 ng/pul vs 10.3 ng/
pl). In the other eight LGC method negative samples, four (sample 3, 4, 7
and 8) had a DNA concentration equivalent to PureLink, but in the other
four (sample 2, 5, 6 and 9) the concentration was much lower than the
Purelink mean (47.6). And regarding the degree of purity in these
samples, most of them in the two evaluated methods had better values
than PureLink, although there was no significant difference, and they
were not related to the PCR result (Table 3). All analyzes were per-
formed in duplicate, always two reactions for each sample, but no
sample dilution was performed.

Table 1
Comparison results of PCR after DNA extraction with the PureLink, Sonication
and LGC methods with Sequencing.

Sequencing method (n = 51)

Positive Negative Sensitivity (CI Specificity Kappa
(n=29) (n=22) 95%) (CI 95%) Index (CI
95%)
PureLink 100% 100% 1.0
(n=>51)
Positive 29 0 (88,30-100,0)  (85,13- (1,0-1,0)
100,0)
Negative ] 22
Sonication 96.5% 100% 0.96
(n=>51)
Positive 28 0 (82,82-99,39) (85,13- (0,88-
100,0) 1,03)
Negative 1 22
LGC (n= 72.4% 100% 0.69
51)
Positive 21 0 (54,28-85,30) (85,13- (0,49-
100,0) 0,88)
Negative 8 22
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Table 2
Average DNA concentration (ng/pl), purity ratios.
Method DNA 260/280 260/230 Amplicon
concentration nm (SD) nm (SD) intensity band in
(ng/pl) (SD) agarose gel
PureLink 47.65 (£50.05) 1.00 0.54 +++
(£0.17) (£0.43)
LGC 37.96 (+116.31) 1.50 0.25 ++
p <001 (£211) p (40.30) p
=079 =3.17
Sonication 16.97 (£21.45) p 1.22 0.48 ++
<0.01 (+0.31) p (+0.25) p
=1.47 =0.93

3.3. Evaluation of practicality

Practicality assessment was based in relation to the execution time of
the protocols. The time spent in the DNA extraction process (for 10
samples) for the three techniques evaluated was the same (60 min),
regardless of the approach - sonication or silica column (PureLink,
LCG).

We also compared the necessary equipment, reagents, steps and cost.
The results found are in Table 4. Regarding the reagents until use, the
sonication method uses water and only one buffer, whereas the silica
methods use only absolute alcohol, since the other reagents are provided
in the kit.

4. Discussion

The choice of the best method of extracting of T. pallidum DNA
directly from clinical samples is important for the efficiency and success
of the syphilis molecular diagnosis. Methods using a silica column such
as PureLink have been widely used, however the cost of the product
generally makes molecular analysis very costly. In this study, we
compared an in-house method (sonication), the LGC method (a Brazilian
commercial kit) and the PureLink method (Thermo Fisher - well
established in the market) and compared results to those obtained with
the sequencing of samples (Bierhals et al., 2020; Gama et al., 2021;
Nobre et al., 2014). The results obtained by PCR amplification after DNA
extraction from material obtained directly from ulcerated lesions by the
three protocols with the reference method (sequencing) showed a
sensitivity of 100% for PureLink as expected. However, the extraction
with sonication was very satisfactory (96.5%) and higher than with the
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PureLink and LGC were shown to significantly get the highest concen-
tration of DNA yield (47.65 ng/pl, 37.96 ng/pl respectively) when
compared to the sonication method (p < 0.01). Similar results were also
obtained by Moura et al. (2016) when they analyzed nine different DNA
extraction techniques, and the commercial kits showed more successful
results.

The purity of the DNA samples is extremely important and can be
highly influenced by the different nature of other biomolecules, or even
by the presence of reagent residues used during the technique (Pereira
etal., 2019; Psifidi et al., 2015). In the present work, the degree of purity
evaluated in both A260,/280 nm and in A260/230 did not vary signifi-
cantly between the two methods analyzed in relation to that obtained by
the PureLink protocol. Despite the DNA extraction methodology, the
average values of the A260/230 ratios obtained were below the
appropriate range (Pereira et al., 2019; Bierhals et al., 2020).

Of the 51 samples tested there was a divergence in detection (PCR) of
the DNA of nine samples. Of these, one sample (sample 1) was positive in
the PureLink and in the LGC method, but negative in sonication. This
may be a consequence of the purification step with the silica column
used by the two techniques, which recovered purer DNA and with less
inhibitors of the PCR reaction, despite having no significant difference in
the assessment of the degree of purity. Silica columns act by an efficient
and selective binding of nucleic acids, leading to reliable DNA purifi-
cation (Esser et al., 2006). This mechanism is the affinity between the
negatively charged nucleic acids and the positively charged silica ma-
terial, resulting in selective binding of nucleic acids (Mutiu and Brandl,
2005). The other eight samples (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 9) discordant in the
PCR, which were negative in the LGC method and positive in the other
two, show that despite the yield with variable concentrations, these
negative PCRs may have been products of inhibition of the Taq DNA
polymerase enzyme due to the presence of interfering agents, since the
degree of purity, especially that evaluated in the 260,230 ratio, was well
below the desirable level.

The use of commercial kits is generally preferred because they pro-
vide greater reproducibility, quality control and automation potential
(Psifidi et al,, 2015). However, the use of the in-house sonication
method has shown very promising results (Bello et al., 2020). Further-
more, Granger et al. (2004) reported that the use of sonication would

Table 4
List of time, steps, equipment, and reagents used in each extraction method".

LGC (72.4%). The specificity was 100% in all methods, which implies Methods Runtime  Steps  Necessary Reagents (from  Cost/
that there were no false positives results. The agreement between equipment laboratory) sample
sequencing and the PureLink method confirms the latter as a reference (us$)
(K = 1), but the sonication method showed very close results (K = PureLink 50 min 5 3 1 75.00
LGC 60 min 6 2 1 2.00
0.965). - )
. . . . . Sonication 60 min 4 3 2 0.20
Regarding the DNA concentration, the obtained results in this study
. . 1 . .
showed that both the commercial kits were more successful; the Cost without equipment.
Table 3
DNA concentration values and purity ratio of the divergent samples.
DNA PureLink LGC Sonication
Samples
DNA concentration 260/280 260/230 DNA concentration 260,280 260/230 DNA concentration 260/280 260/230
(ng/pl) nm nm (ng/ul) nm nm (ng/pl) nm nm
Positive samples in the PureLink Kit, but negative in the other two methods
1 29.0 1.11 0.9 10.3 1.21 0.01 21.5 1.25 0.37
2 54.3 1.09 0.92 13.3 1.24 0.38 11.6 1.36 0.33
3 26.0 1.06 0.99 235 1.15 0.42 57.7 1.27 0.65
4 46.4 1.23 0.48 33.9 1.05 0.78 14.4 1.39 0.38
5 136.2 1.12 0.84 335 1.08 0.32 68.6 0.92 0.11
6 19.8 1.14 0 7.8 1.7 0.05 10.4 0.97 0.77
7 26.2 1.08 0 21.4 1.07 0 20.9 1.14 0.58
8 16.0 111 0 60.0 1.01 1.07 14.7 1.09 0.58
9 69.6 1.16 0 7.8 1.01 0.05 10.6 0.96 0.79
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minimize the risk of cross-contamination between samples (Pchelintsev
et al., 2016). Dai et al. (2016) concluded that the sonication-based
technique would be considered more promising and efficient for ho-
mogeneous cell decomposition in a short period. Our study showed that
sonication can obtain enough DNA for the detection of the pathogen and
similar purity level to the reference technique, which could indicate a
more accessible extraction method option, since it is available in the
national market, which has only a few options.

As in our study, Krinitsina et al. (2015) demonstrated that the purity
values and some concentrations of DNA are different from those seen in
PCRs, and depending on the extraction method, the purification of DNA
molecules is known to be influenced by their specificity of size, nucle-
otide composition, topology and association with proteins (Psifidi et al.,
2015). We believe that the absorbance reading may have been influ-
enced by residues from the products used, or the need for more washing
during the execution of the technique. It shows that a quantitative
evaluation of extracted DNA should not be evaluated as an absolute
parameter.

Another assessment carried out was that of practicality. Our study
showed that the time spent for the execution of both analyzed meth-
odologies (sonication and LGC) was the same to process 10 samples,
taking 10 min more than the PureLink. Regarding the steps of each
protocol, sonication had the fewest steps, which are just device changes.
Conversely, the silica methods have more steps, and all include
manipulation of the tubes. Such characteristic makes sonication the best
method in this category.

Comparing the equipment needed for the execution of each analyzed
methodology, the sonication method used more equipment (centrifuge,
dry bath and sonicator) when compared to the LGC and PureLink
methods. However, all such equipment is common to every molecular
biology laboratory. Also, the only reagent to be used is the PBS buffer,
which is easy to access and handle. The commercial kits do not require
much equipment, only a centrifuge, a vortex and dry bath (in a specific
case), which are also basic equipment of a laboratory. In relation to the
evaluated costs, both analyzed methods are much cheaper when
compared to the PureLink kit (US$ 75.00/sample). Moreover, although
the nationally produced LGC kit is cheaper (US$ 2.00/sample) than the
reference kit, it is still about 10 times more expensive than the sample
cost when use the sonication methodology (US$ 0.20/sample). How-
ever, all these comparisons on practicality are different from those found
by Pereira et al. (2019), where in-house analyzed methods were less
practical and used several reagents that needed prior preparation, which
made the technique difficult to use.

Based on the techniques analyzed in this work, sonication is an in-
house method, through which it is possible to obtain DNA in a quick,
practical, and affordable way, different from the techniques using silica
columns. Such commercial methods are more expensive but result in
purer DNA and often in more concentrated samples. So, the commercial
kits are the most prevalent, as they provide better reproducibility and
better-quality control and may lead to automation (Psifidi et al., 2015).

Our study had some limitations, such as a small number of samples
and no known DNA was used with the sample to see any PCR inhibition

5. Conclusion

The comparison between the three extraction methodologies,
showed that the PureLink method is the best, but that the sonication
method was able to extract DNA in sufficient quantity for detection, and
with a degree of purity similar to the one in the other techniques. In
addition, when we analyzed the practicality, it also proved to be better,
simpler, and more practical, it has the best cost-benefit ratio, and may
become an attractive option for low-cost laboratories.
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Resumo

A sifilis congénita (SC) é uma doencga de transmissdo vertical causada pelo Treponema pallidum provocando uma
infeccdo do bebé ainda no ttero. O diagnéstico da SC € dificil e tem sido feito por uma combinacio de critérios
clinicos e laboratoriais, o que torna necessdrio a busca por novos métodos de diagnéstico para auxiliar a tomada de
decisdo. Os testes moleculares, apesar de ainda ndo serem rotina nos laboratdrios, estio sendo cada vez mais
utilizados. A etapa pré-analitica de coleta da amostra, extracio e preservacdo do DNA ¢é fundamental. O uso de sangue
fixado em cartdo (SFC) tem sido uma alternativa no diagnéstico de vérias doencas pela facilidade na execucio da
etapa pré-analitica. Nosso trabalho teve como objetivo detectar T. pallidum por reaciio em cadeia da polimerase (PCR)
a partir de SFC de recém-nascidos que tiveram resultado positivo no PCR com a amostra de liquido cefalorraquidiano
(LCR). Foram analisadas 82 amostras pareadas (sangue e LCR) de 41 RN na do Hospital da Crianca Santo Anténio
(HCSA), de Porto Alegre, RS, Brasil, sendo 22 positivas e 19 negativas. A sensibilidade e especificidade foram 63,3%
e 100%, respectivamente. A concordincia entre os métodos foi substancial (K=0,619), mostrando que a PCR
diretamente de SFC pode ser promissora, desde que aperfei¢oada sendo uma possibilidade de diagnosticar a SC e
facilitar a triagem neonatal.

Palavras-chave: Sifilis congénita; PCR; Diagndstico; Treponema pallidum.

Abstract

Congenital syphilis (CS) is a vertically transmitted disease caused by Treponema pallidum causing an infection of the
baby in the uterus. Diagnosis of CS is difficult and has been made by a combination of clinical and laboratory criteria,
which makes it necessary to search for new diagnostic methods to aid decision making. Molecular tests, despite not
being routine in laboratories, are being used more and more. The pre-analytical stage of sample collection, DNA
extraction and preservation is essential. The use of fixed blood on a card (SFC) has been an alternative in the
diagnosis of various diseases due to the ease of carrying out the pre-analytical stage. Our study aimed to detect T.
pallidum by polymerase chain reaction (PCR) from CFS of newborns that had a positive PCR result with the
cerebrospinal fluid (CSF) sample. . Eighty-two paired samples (blood and CSF) were analyzed from 41 NB at the
Hospital da Crianca Santo Anténio (HCSA), in Porto Alegre, RS, Brazil, 22 positive and 19 negative. Sensitivity and
specificity were 63.3% and 100%, respectively. The agreement between the methods was substantial (K=0.619),
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showing that PCR directly from CFS can be promising, as long as it is improved, it is a possibility to diagnose CS and
facilitate neonatal screening.
Keywords: Congenital syphilis; PCR; Diagnosis; Treponema pallidum.

Resumen

La sifilis congénita (SC) es una enfermedad de transmisién vertical causada por Treponema pallidum que causa una
infeccion del dtero en el bebé. El diagnéstico de SC es dificil y se ha realizado mediante una combinacién de criterios
clinicos y de laboratorio, lo que hace necesaria la bisqueda de nuevos métodos diagndsticos que ayuden a la toma de
decisiones. Las pruebas moleculares, a pesar de no ser una rutina en los laboratorios, se utilizan cada vez mas. La
etapa preanalitica de recoleccion de muestras, extraccion y preservacion del ADN es esencial. El uso de sangre fijada
en tarjeta (SFC) ha sido una alternativa en el diagndstico de diversas enfermedades debido a la facilidad para realizar
la etapa preanalitica. Nuestro estudio tuvo como objetivo detectar T. pallidum por reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) de SFC de recién nacidos que tuvieron un resultado de PCR positivo con la muestra de liquido cefalorraquideo
(LCR). Se analizaron 82 muestras pareadas (sangre y LCR) de 41 RN del Hospital da Crianca Santo Antdnio
(HCSA), en Porto Alegre, RS, Brasil, 22 positivas y 19 negativas. La sensibilidad y la especificidad fueron 63,3% y
100%, respectivamente. La concordancia entre los métodos fue sustancial (K = 0,619), lo que demuestra que la PCR
directamente del SFC puede ser prometedora, siempre que se mejore, es una posibilidad para diagnosticar el SC y
facilitar el cribado neonatal.

Palabras clave: Sifilis congénita; PCR; Diagnéstico; Treponema pallidum.

1. Introducao

A sifilis € uma infeccdo sexualmente transmissivel (IST), grave, infectocontagiosa e sistémica, causada pelo
Treponema pallidum (Macedo et al.,2015).

Em 2016, a ocorréncia da sifilis em gestantes no mundo foi de quase um milh@o de casos. Entre estes casos, houve
143 mil abortamentos ou mortes fetais, 14 mil mortes neonatais, 41 mil prematuros ou com baixo peso ao nascer, por fim, 109
mil recém-nascidos (RN) infectados desenvolveram complicacdes clinicas. Nos pafses onde o investimento em satide é menor,
0 acesso aos servigos de satide também € mais dificil, incluindo os cuidados pré-natais. (WHO, 2020).

Existe uma tendéncia mundial para redugdo nas taxas de sifilis congénita (SC) nos tltimos anos, mas esta tendéncia
ndo estda sendo observada nas Américas e no Mediterrineo Oriental, que apresentaram aumento destas taxas. O aumento
observado nas Américas vem ao encontro do aumento no nimero de casos de sifilis adquirida identificado na populagio geral
desta regidio nos dltimos anos (Ghanem, Ram & Rice, 2020).

No Brasil, de 1988 a junho de 2018, foram notificados no Sistema de Informacdes de Agravos de Notiticacio (Sinan)
188.445 casos de SC em menores de um ano. (Brasil, 2019)

As manifestacdes clinicas da SC podem surgir logo apds o nascimento, ou nos primeiros dois anos de vida. A
neurossifilis ¢ observada em 40% a 60% das criancas nessa fase podendo evoluir para 6bito (Focaccia et al.,2015).

O diagndstico precoce da SC ¢é importante para um melhor prognéstico. No entanto, o diagnéstico muitas vezes ¢
dificil e ndo consegue definir com clareza uma infeccdo ativa, seja pela impossibilidade de cultivo do T. pallidum, ou pela falta
de precisio dos testes soroldgicos (treponéminos ou ndo). (Sec. Est. de Sdo Paulo, 2016).

Ao verificarmos as recomendacdes do CDC e das diretrizes europeias, identifica-se a multiplicidade de situagcdes
maternas ¢ nos recém-nascidos que podem ser encontradas na avaliagdo clinico-laboratorial de casos suspeitos. A
multiplicidade de testes a serem solicitados indica que a sensibilidade e a especificidade dos testes se encontram aquém do
ideal, e tal fato também se reflete na interpretaciio sempre relativa dos resultados. E plenamente justificada, portanto, a busca
por testes com maiores sensibilidade e especificidade e que possam auxiliar a tomada de decisdo clinica. (Janier et al.,2014,
Workowski & Bolan, 2015).

O sequenciamento genético do T. pallidum em 1998 (Weinstock, Hardham, McLeod & Sodergreen, 1988; Fraser et
al.,1988) impulsionou o desenvolvimento de testes moleculares, principalmente os baseados na amplificacdo por reagao em

cadeia da polimerase (PCR) para detectar regides especificas desta bactéria (Fraga et al., 2014). Os dois genes mais utilizado
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para amplificagido tem sido o po/A (DNA polimerase) e o fpp47, gene que codifica uma proteina de membrana envolvida na
sintese da parede celular com sensibilidade e especifidade semelhantes. As amostras mais utilizadas para deteccio do T.
pallidum sio liquido cefalorraquidiano (LCR), soro, sangue total e até sangue de cordo umbilical ( Pinilla, Chavarro, Moreno,
Navarrete & Mufioz, 2015; Pinilla, Campos, Duran, Navarrete & Mufioz, 2018; Theel, Katz & Pillay, 2020).

O uso de sangue fixado em cartdo (SFC) para coletar, transportar e extrair DNA de amostras fixadas tem sido relatado
para diagndstico de vdrias doengas como a tuberculose, a leishmaniose, sarampo e rubéola (Ali, Bello, Rossetti, Krieger &
Costa, 2020; Mota, Venazzi, Zanzarini, Aristides, Lonardoni & Silveira, 2020; Bankamp et al.,2019). Este método ¢ ideal para
diagnosticar infeccdes com custos baixos, e volumes minimos de sangue envolvidos e capacidade de armazenamento e
transporte & temperatura ambiente. (Iroh Tam et al.,2018).

No Brasil, esses cartdes também sdo utilizados para coleta de sangue de RN para a triagem neonatal (teste do pezinho)
que inclui o diagnéstico de doengas metabdlicas, congénitas e infecciosas (Brasil, 2021).

Nosso trabalho abordard a utilidade da coleta de sangue do recém-nascido e este ser fixado em cartdo para deteccio de
DNA de T. pallidum para verificar a presenga de sifilis congénita, comparando com o mesmo procedimento em amostras de
LCR e testes soroldgicos de recém-nascidos de maes com e sem sifilis.

Desta forma o objetivo deste trabalho foi detectar a sifilis congénita através da presenca de DNA do T pallidum por
PCR em amostras de sangue total fixadas em cartio e comparar com o LCR de recém-nascidos. Avaliar o comportamento da
rea¢do em cadeia da polimerase (PCR) para a deteccdo do genoma de T. pallidum nas diferentes amostras de recém-nascidos
em diferentes situacdes de risco para sifilis congénita, determinar a concordincia entre as duas técnicas e determinar a

sensibilidade e especificidade, do método de PCR para diagnéstico de sifilis congénita.

2. Metodologia

Este ¢ um estudo experimental e transversal. Foram coletadas 41 amostras de sangue total de recém-nascidos, sendo
22 amostras de recém-nascidos de mies com diagnéstico de sifilis, (segundo os critérios do CDC e das diretrizes europeias
(Janier et al.,2014; Workowski et al.,2015) e com PCR de LCR positivo, ¢ 19 amostras de sangue total de recém-nascidos, com
indicacdo de coleta de sangue e liquor para investigacdo de sepse neonatal precoce, ou TORCH (Toxoplasmose, Rubéola,
Citomegalovirus, e virus Herpes simples), de mies sem suspeita de sifilis (usados como controle), na maternidade do Hospital
da Crianca Santo Antdnio, de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. O diagnéstico de sifilis nas maes foi realizado por testes
laboratoriais soroldgicos (RPR), e clinicos realizados por equipe de profissionais do proprio hospital. Todos os RN fizeram o
teste RPR (rapid plasma reagin) no sangue.

As amostras foram enviadas para o laboratério de biologia molecular da Ulbra Canoas, onde foram realizados de
agosto de 2019 a junho de 2020 os testes de PCR.

O projeto foi aprovado pela CEP da Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre (2.547.348 ) e do
HCSA (3.432.633).

Extraciao de DNA

Foi distribuido 40 pl de sangue no cartio FTA Elute® (Whatman™) e secado & temperatura ambiente. A extragio de
DNA do cartéo foi realizada com dois discos de seis mm removidos do cartiio (conforme instrugdes do fabricante).

O DNA de LCR foi extraido com Kit PureLink® Genomic (Invitrogen®, Thermo Fisher Scientific, EUA), conforme

instrugdes do fabricante.



55

Research, Society and Development, v. 10, n. 10, 511101019151, 2021
(CCBY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOT: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i10.19151

Detecciio do T. pallidum por PCR

A detec¢io de T. pallidum foi realizada pela técnica de PCR convencional utilizando os primers KO3 (5’
GAAGTTTGTCCCAGTTGCGGTT-3") e KO4 (5’CAGAGCCATCAGCCCTTTTCA 3°) que amplificam um segmento de
260 pb do gene rpp47 conforme descrito por Palmer & Higgins & Herring & Kingston, 2003.

A amplificacido do DNA foi realizada com uma mistura com tampdo 10X, 1,5 mM MgCl2, 200 uM de cada dNTPs,
25 pmol de cada primer e 1,25 U da enzima Tagq platinium DNA polimerase. Foi feita uma desnaturacéo inicial a 95°C por 2
minutos, seguida de uma desnaturagao a 95°C por 20 segundos, 62°C por 20 segundos e 72°C por 20 segundos, durante 35
ciclos, e uma extensdo final a 72°C por 5 minutos. A amplifica¢do em aparelho termociclador MJ Research PTC 96.

O resultado da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 2% contendo 0,05% de brometo de etidio e
visualizado sob luz ultravioleta.

O controle positivo foi DNA de 7. pallidum e como controle negativo, uma reaciio somente com a mistura de

reagentes, livres de DNA.

RPR

O teste de RPR foi realizado nos RN foram conforme recomendado no guideline europeu (Janier et al.,2014)

Analises Estatisticas
Os dados foram alocados em uma base de dados no programa Microsoft Excel, e foram processados e analisados pelo
programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) v21. Para avaliar a concordéncia entre os resultados de PCR
para deteccdo do patogeno, realizados pelas diferentes extracoes, foi calculado o indice Kappa (em pares), onde a forca de
concordédncia Kappa (K) foi interpretada da seguinte maneira: K= <0,00 (insignificante), K=0,00-0,19 (ruim), K=0,20-0,39
(fraca), K=0,40- 0,59 (moderada), K=0,60-0,79 (importante), K=0,80-0,99 (quase perfeita) e K=1,00 (perfeita) (lared et
al.,2018).

3. Resultados

Os22/41 RN considerados positivos para a infecgao por 7. pallidum, quando o PCR foi realizado do SFC foi possivel
amplificar 14/22 (63,6%) e em oito ndo houve amplificagio. Os PCRs de SFC dos RN controles nio amplificaram T. pallidum
(Tabela 1). A sensibilidade foi de 63,3% e a especificidade foi de 100% do PCR com SFC.

Tabela 1: Resultados de PCR de LCR e do SFC para Treponema pallidum.

Positivo (n=22) Negativo (n=19) Sensibilidade  Especificidade Kappa
SFC (n=41) 63,3% 100% 0,619
Positivo 14
Negativo 8 19

LCR (n=41). Fonte: Autores.

A concordancia entre os métodos de PCR (LCR e SFC) foi considerada substancial (Kappa =0,619). Os resultados da

comparacdo do PCR com o teste RPR estdo na tabela 2.
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Tabela 2: Comparag@o entre os resultados de PCR/LCR, PCR/Sangue e RPR.

Positivo (n=15) Negativo (n=26) Sensibilidade Especificidade Kappa
PCR/LCR (n=41) 100% 73,0% 0,66
Positivo 15
Negativo 0 19
PCR/Sangue 66,6% 84,0% 0,52
(n=41)
Positivo 10 4
Negativo 5 22

RPR (n=41). Fonte: Autores.

4. Discussao

A possibilidade de detec¢@io de T. pallidum por PCR confirmando que este pode auxiliar na defini¢éo de infecgio
ativa, tem sido relatado (Castro et al.,2016; Theel et al.,2020). Nosso estudo analisou a detec¢io de T. pallidum por PCR para o
diagnostico da SC em RN a partir de SFC e comparou com RN com suspeita de SC e com PCR de LCR positivo (padrio de
referéncia) e controles. A sensibilidade encontrada foi de 63% e estd dentro do que tem sido relatado (14% a 63%) em PCRs
com sangue ¢ derivados (soro, plasma) independentemente do estdgio clinico em que os pacientes se encontravam (Wang et
al.,2018). A concordancia entre os testes foi de K=0,619 que é considerada substancial, mostrando que o SFC pode ser usado
para detectar o T.pallidum. No entanto, a especificidade do PCR foi de 100%, o que o torna importante pois possibilita a
exclusio de um falso positivo como caso de SC.

Quando comparamos os resultados de ambos os PCR com o de RPR observamos que a sensibilidade foi de 100%, e
66,6% e a especificidade de 73,0% e 84,0% no LCR e no SFC, respectivamente. A concordéncia foi avaliada como substancial
(K=0,665) no LCR e moderada (K=0,52) no SFC. Quando consideramos o RPR como referéncia, os resultados falso positivos
sugerem que pode ndo ter ainda transferéncia de anticorpos maternos ao feto, mas que a bactéria atravessou a barreira
placentdria. Ja nos resultados falso negativos sugerem a transferéncia de anticorpos maternos, pois RN ainda ndao tem
anticorpos proprios, mas que nio houve transferéncia da bactéria, ou podem ser explicado por uma possivel carga bacteriana
baixa circulando no sangue, ou ainda pela nao homogeneidade com que o DNA presente no sangue se espalha no cartdo, assim
algumas amostras s6 se mostraram positiva nas amostras de LCR (Michelow et al.,2002; Castro et al.,2016; Mota et al.,2021) .

O teste Venereal Disease Research Laboratory (VDRL), teste amplamente utilizado para o diagnéstico de sifilis,
possui uma sensibilidade em amostras de LCR de RN em torno de 50% e sua significincia ainda néo estd clara, devido muitos
falsos negativos e positivos, relacionados a janela imunoldgica e anticorpos maternos que cruzam a placenta (Michelow et
al.,2002; Woods et al.,2005; Brasil, 2016). Assim apesar da sensibilidade encontrada no nosso estudo nas amostras de cartao
ser de 63,3% ainda é melhor que os métodos atualmente utilizados.

Nio foram encontrados estudos com SFC para detec¢do do T.pallidum, mas um tipo de papel filtro o cartdio de Guthrie
(teste do pézinho) ja é utilizado com sucesso na triagem neonatal de vdrias doencas e o cartio Whatman (FTA- elute ou

Classic) ja faz parte da detecciio de outros agentes bioldgicos (Bankamp et al.,2019; Ali et al.,2020; Mota et al.,2021).

5. Conclusao
Conclui-se com nosso estudo que apesar da sensibilidade do SFC ter sido de apenas 63,3%e a especificidade de
100%, mostrou que este pode ser um método de diagnéstico de SC em RN. O método de PCR diretamente de SFC ¢ uma

técnica que se aperfeicoada pode ser muito promissora para a avaliagdo de casos suspeitos e proporcionar uma melhora no
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diagnéstico desta doenca tao negligenciada, mas ainda hd a necessidade de continuar os estudos sobre a técnica e a importincia
do uso, pois coletar amostras de LCR de todos os RN ¢ muito invasivo e as amostras de sangue fixadas em cartio ¢ de facil
coleta e transporte. Por fim, este artigo lanca luz sobre um tema muitas vezes negligenciado, que ainda tem poucos dados

publicados e apresenta uma visdo geral das varidveis clinicas de interesse.
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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
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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
Saude Publica 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 ul 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 -20°C 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 MgCI2,
200 uM of each dNTPs, 25 pmol of each primer and 1.25 U of Taqg 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 pl in two steps, with the
first mixture consisting of 10X buffer, 2.0 mM MgCI2, 200 uM of each dNTPs, 1.2 pl of
primer at 10 pmol and 1.25 U of Taq platinium DNA polymerase enzyme (Invitrogem,
Thermo Fisher Scientific, California, USA) and 10 ul 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 ul 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 Analises 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 TPO705 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).



Table 1: Typing of T. pallidum by MLST.

Sample MLST-136 MLST-548 MLST-705 23SrRNA! MLST? ST® 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 lou7 R 137 lou 16 SS14-like
10 1 1 R 1x1
11 27 3 1 R 27,31 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 lou7 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 2731 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 2731 81 SS14-Like/undefined

40 27 3 1 R 27.3.1 81 SS14-Like/undefined
42 3 1 R x.3.1

! 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
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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 TPO705 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 anew 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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Tree scale: 0.01 ———

Sample ID Allelic Profile ST Clonal Complex Resistance

TP Nichols
22 9.7.3 26 Nichols-like A2058G
29 9.7.3 26 Nichols-like A2058G
—a 16 973 26 Nichols-like A2058G
— 36 973 26 Nichols-like A2058G
E— 8 9.7.3 26 Nichols-like A2058G

TP 5514

[q—n 38 27.31 81 indefinido/S514-like A2058G
r 1 27.31 81 indefinido/SS14-like A2058G
™ l—n 18 27.31 81 indefinido/SS14-like A2058G
40 27.31 81 indefinido/SS14-like A2058G
39 27.31 81 indefinido/S514-like A2058G
19 27.31 81 indefinido/SS14-like A2058G
9 1317 116 S514-like A2058G
13 27.31 81 indefinido/SS14-like A2058G
1 2731 81 indefinido/SS14-like A2058G
28 27131 i indefinido/SS14-like- A2058G
20 27.317 81? indefinido/SS14-like A2058G
32 27.31 81 indefinido/SS14-like A2058G
27 2731 81 indefinido/SS14-like A2058G
30 2731 81 indefinido/S514-like A2058G
12 2131 81 indefinido/SS14-like A2058G

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-COV?2 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



69

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 DISCUSSAO

Como ainda hoje ndo existe um método padréo ouro para o diagnostico da sifilis
e entre os testes moleculares também ndo 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 deteccdo molecular
depende da obtencdo de DNA a partir de amostras clinicas em quantidade e qualidade
adequadas para reagdes moleculares, o estudo teve como objetivo analisar trés métodos
de extracdo de DNA de T. pallidum de Ulceras de pacientes investigados por sifilis. Os
trés métodos, um in house (sonicacdo) e dois comerciais, LGC (S&o Paulo, Brasil) e o
PureLink® Mini Kit de DNA Gendmico (Thermo Fisher Scientific, EUA) foram
comparados ao sequenciamento dessas amostras, que foram utilizados como referéncia.
Cada método foi avaliado com base na detec¢do de T. pallidum por PCR, na quantificacdo
de DNA e tempo de execucdo do método. A sensibilidade e concordancia dos métodos
Purelink, sonicacdo e LGC ao DNA extraido 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 trés métodos.

Em relacdo a concentracdo de DNA, os resultados obtidos neste estudo mostraram
que ambos os Kkits comerciais tiveram um bom desempenho, sendo que o Purelink® e a
LGC apresentaram significativamente maior concentracao de DNA (47,65 ng/ul, 37,96
ng/ul, respectivamente) quando comparados ao método de sonicacdo (p <0,01).
Resultados semelhantes também foram obtidos por Moura et al., 2016 quando analisaram
nove técnicas diferentes de extracdo de DNA, e os Kkits comerciais apresentaram

resultados mais bem sucedidos.

O uso de kits comerciais geralmente proporcionam maior reprodutibilidade,
controle de qualidade e potencial de automag&o. No entanto, 0 seu custo € alto para paises
em desenvolvimento, como o Brasil. O uso do método de sonicagdo tem sido utilizado
para extracdo de DNA de outras bactérias e os resultados sdo muito promissores (Bierhals
et al., 2020; Bello et al., 2020). Dai e colaboradores (2016) concluiram também que a
sonicagdo seria considerada mais promissora e eficiente para a decomposi¢do homogénea

da célula em um curto periodo.

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

demoram quase o mesmo tempo, mas quando levamos em conta o custo, a sonicacéo é
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muito mais vantajosa para o laboratorio. Nossos achados séo diferentes dos encontrados
por Pereira et al. (2019), onde os métodos in house foram menos praticos pois utilizaram

varios reagentes que necessitavam de preparacao prévia, o que dificultou o uso da técnica.

O método de sonicacao foi 0 mais proximo na concentracdo do DNA ao método
purelink usado como método de referéncia, com grau de pureza semelhante, além de ter
a menor relacdo custo-beneficio. Pode ser uma opc¢éo interessante para laboratorios que

trabalham com custos reduzidos, j& que é muito mais acessivel.

Uma das formas da sifilis € a congénita (SC), e seu diagndstico é dificil e
atualmente € feito por uma combinacdo de critérios clinicos e laboratoriais. O estudo
analisou a deteccdo de T. pallidum por PCR para o diagndéstico da SC em recém-nascidos
(RN) a partir de sangue fixado em cartdo (SFC) e comparou com RN com suspeita de SC
e com PCR de LCR (liquido cefalorraquidiano) positivo (padrdo de referéncia) e
controles. A sensibilidade encontrada foi de 63% e esta dentro do que tem sido relatado
(14% a 63%) em PCRs com sangue e derivados (soro, plasma), independentemente do
estagio clinico em que os pacientes se encontravam (Wang et al.,2018). A concordancia
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 exclusdo de um falso positivo como caso de SC.

Né&o foram encontrados estudos com SFC para detec¢do do T. pallidum, mas um
tipo de papel filtro, o cartdo de Guthrie (teste do pezinho), ja € utilizado com sucesso na
triagem neonatal de varias doencas, e o cartdo Whatman (FTA- Elute ou Classic) ja faz
parte da deteccdo de outros agentes bioldgicos (Bankamp et al., 2019; Ali et al., 2020;
Mota et al., 2021).

Em outra etapa do nosso estudo detectamos a presenga do T. pallidum em amostras
coletadas no Ambulatério de Dermatologia Sanitaria de Porto Alegre. De 43 amostras foi
possivel detectar a presenca da bactéria em 26, sendo que essas amostras eram de lesdes
sugestivas de sifilis. Como ndo havia um teste soroldgico comprovando a doenga em
todos os pacientes, dos dez pacientes com testes soroldgicos (Teste rapido ou VDRL),
sete eram positivos, e em seis desses pacientes foi possivel a confirmagdo do diagnostico
pelo PCR. A Unica amostra que ndo se confirmou tinha teste rapido positivo, mas era

negativo no VDRL, podendo ser entdo uma cicatriz sorolégica, 0 que comprovaria que 0
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paciente ndo tinha a bactéria circulando no seu organismo, e sim apenas anticorpos por

um contato anterior com a bactéria.

O estudo mostrou que a deteccdo de T. pallidum por PCR € um método viavel, e
ajuda no diagndstico da sifilis nos casos de pacientes com Ulceras. O presente estudo
encontrou uma alta taxa da doenca, 0 que ja era esperado, visto que nossos pacientes
tinham sintomatologia, porém nem todos tinham testes sorolégicos 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 0 27.3.1), e em duas amostras o perfil foi feito por aproximacéo
(1.3.1/7 e 27.3.1/7). O perfil MLST 9.7.3, também, foi encontrado em estudos com
amostras da Republica Tcheca e Franga, mostrando que ocorre uma disseminagédo
mundial de algumas cepas de sifilis (Vrbova et al., 2019; Grillova et al., 2019). Este perfil
alélico (9.7.3) corresponde ao genétipo 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 Suica, Franca, Itdlia 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, Republica
Tcheca e outros (Vaulet et al., 2017; Pospisilova et al., 2018; Grillova et al., 2020; Vrbova
etal., 2019).

Quanto a presenca da mutacdo A2058 do gene 23S rDNA, que confere resisténcia
a macrolideos, detectamos que 96,15% de amostras avaliadas demonstraram resisténcia.
Apenas uma amostra se mostrou sensivel, 0 que mostra que a opgao por tratamento com
azitromicina é inviavel, 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. Varios outros estudos também
mostraram que a resisténcia a macrolideos esta na maioria das amostras, como o0s estudos

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

de amostras sensiveis aos macrolideos.

6 CONCLUSAO.

Os resultados do presente estudo permitiram concluir que a detec¢do do T.
pallidum por PCR é viavel, sendo uma alternativa para o diagnéstico de sifilis, tanto na
forma adquirida quanto na congénita, e que a forma de extracdo do DNA tem muita
influéncia no resultado do teste, além de que o método deve ser sempre o mais adequado

ao material biol6gico que seré investigado.

Mostramos também que algumas cepas do T. pallidum tem circulacdo mundial,
mas que na nossa regido ndo existe muita variabilidade. Quanto a resisténcia aos
antibidticos macrolideos, encontramos a mutacdo no DNA que causa a resisténcia, na
grande maioria de T. pallidum extraido das amostras, 0 que aponta para a necessidade de
adequar o tratamento de segunda escolha para essa doenga, pois a presenca da mutagédo
indica que o uso desta classe de antibidticos é ineficaz no tratamento desta doenca. E
mostramos que a avaliacdo do genotipica da bactéria é importante para avaliar um caso

de reinfeccdo ou coinfeccao.

Neste estudo foram encontradas algumas limitagdes, como o pequeno nimero de
amostras coletadas, isso em funcdo da pandemia do Covid-19, que impossibilitou a
continuidade das consultas, e ndo conseguimos avaliar a associagdo com informacdes

clinico-epidemioldgicas dos pacientes.
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RESUMO

As Infecgdes Sexualmente Transmissiveis (ISTs) sdo causadas por mais de 30 patégenos
diferentes e estima-se que possam infectar 500 milhdes de pessoas ao ano. Infeccdes
causadas por Chlamydia trachomatis (clamidia) é uma das ISTs mais frequente e séria,
uma vez que e na maioria dos casos € assintomatica e quando ndo tratada, pode causar
graves problemas no sistema génito-urindrio, levando inclusive a infertilidade. A
coinfec¢do com o HIV tem sido relacionada com um aumento da transmissdo do virus e
da aceleracdo da doenca. Outra IST relacionada com aumento da transmissao de HIV é o
Papillomavirus humano (HPV). No Brasil, a falta de notificacao compulséria de clamidia,
ou de HPV dificulta a obteng@o de informacdes. Assim, estudos epidemioldgicos que
fornecem tais informacdes sdo importantes para direcionar politicas e acdes de saide. O
objetivo deste estudo foi analisar a presenga de infec¢do por Chlamydia trachomatis e a
associacdo de fatores sociodemograficos e clinicos, inclusive coinfec¢do com HPV em
mulheres infectadas com HIV/AIDS no Maranhao. Para isso, foram analisadas 125
amostras cervicais de mulheres em acompanhamento no sistema piblico de saide. Para
identificar a infec¢do, 0 DNA de C. trachomatis foi detectado por reagdo em cadeia de
polimerase (PCR). Foi possivel estimar uma frequéncia de 16,8% de C. trachomatis na
populagdo estudada. A coinfeccdo também com HPV foi de 10,8%. O fator de risco
associado foi com a idade superior a 25 anos (p=0,038). Esse estudo mostra que a
frequéncia de infeccio por C. trachomatis na popula¢do com HIV e com alta frequéncia
de HPV, néo foi maior do que a relatada na populagdo em geral e a tnica associagio foi
com a idade . Isso reforca as indicagdes de politicas de satide para esta faixa etdria
independente da presencga ou ndo de HIV e/ou HPV.

Palavras-chave: Infec¢des sexualmente transmissiveis, C. trachomatis, HPV, HIV.

ABSTRACT

Sexually Transmitted Infections (STIs) are caused by more than 30 different pathogens
and are estimated to infect 500 million people a year. Infections caused by Chlamydia
trachomatis (chlamydia) is one of the most frequent and serious STIs, since in most cases
it is asymptomatic and when untreated can cause serious problems in the genitourinary
system, including infertility. Co-infection with HIV has been related to an increase in
virus transmission and acceleration of the disease. Another STI related to increased HIV
transmission is the human papillomavirus (HPV). In Brazil, the lack of compulsory
notification of chlamydia, or of HPV makes it difficult to obtain information. Thus,
epidemiological studies that provide such information are important to direct health
policies and actions. The objective of this study was to analyze the presence of Chlamydia
trachomatis infection and the association of sociodemographic and clinical factors,
including coinfection with HPV in women infected with HIV/AIDS in Maranhio. To this
end, 125 cervical samples from women being followed up in the public health system
were analyzed. To identify the infection, C. trachomatis DNA was detected by
polymerase chain reaction (PCR). It was possible to estimate a frequency of 16.8% of C.
trachomatis in the studied population. The coinfection with HPV was also 10.8%. The
associated risk factor was age over 25 years (p=0.038). This study shows that the
frequency of C. trachomatis infection in the population with HIV and with high frequency
of HPV, was not higher than that reported in the general population and the only
association was with age . This reinforces the indications of health policies for this age
group regardless of the presence or absence of HIV and/or HPV.

Keywords: sexually transmitted infections, C. trachomatis, HPV, HIV.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos as Infecgdes Sexualmente Transmissiveis (ISTs), tem
aumentado consideravelmente. O nimero de casos novos no mundo, chegou a mais de
370 milhdes por ano. Em geral, as infec¢des atingem mais mulheres que que homens e
pessoas pertencentes a grupos de risco , tal como homens que fazem sexo com homens e
profissionais do sexo 2.

As ISTs causam diversas patologias, desde as mais brandas até as mais graves,
podendo levar a infertilidade, complicagdes na gravidez com transmissdo de infecg¢des
da mde para o feto. Entre os patdgenos causadores de ISTs estdo o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), o Papilomavirus humano (HPV) e a Chlamydia
trachomatis **.

A infeccio por C. trachomatis, apesar de normalmente ser assintomdtica °, é
considerada uma das principais causadoras de infertilidade, além de causar gravidez
ectOpica, uretrites, salpingites, cervicites, endometriose e doenca inflamatéria pélvica
(DIP). Em gestantes, além de DIP no pés-parto, o risco de natimortos e de morte neonatal
¢ maior. Também € a causa mais comum de conjuntivite neonatal e pneumonia na
primeira infincia’.

No caso de HPV, este € considerado um importante fator de risco para o
desenvolvimento de lesdes pré-neopldsicas e neopldsicas do colo uterino, com maior
chance de desenvolvimento em mulheres portadoras do HIV em decorréncia da
imunossupressio °. O interesse de estudos sobre essas infeccdes, niio estd, apenas no fato
desses patogenos causarem problemas como a doenca pélvica ou infertilidade, mas
também pela possibilidade de evitar um aumento na transmissdo do virus HIV ' . A
presenca de infec¢do por C. trachomatis, e/ou por HPV aumentariam, significativamente,
o risco de infeccdo pelo HIV, devido as lesdes epiteliais, o que poderia facilitar a
penetragdo do virus, além de proporcionar uma aceleracio na evolugio da infeccio pelo
HIV para a AIDS 7%,

A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) estima que a cada ano ocorram em torno
de 120 milhdes de novos casos de C. trachomatis, dos quais a maioria € observada em
paises em desenvolvimento, afetando principalmente adolescentes e jovens 2. No Brasil,
estima-se que ocorram cerca de 1.967.200 novos casos de C. trachomatis, embora ndo
esteja inclusa entre as ISTs de notificacio compulséria. Com relagio ao HPV, esta é

considerada a IST mais frequente em todo o mundo, cuja prevaléncia varia entre 2% a
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68%. A estimativa ¢ de que 75% da populagio sexualmente ativa entrem em contato com
um ou mais tipos de HPV durante sua vida .

Apesar das dificuldades no diagndstico de clamidia, devido ao cardter
assintomatico da infecc@o, alguns métodos estdo disponiveis como a cultura (a partir de
swab endocervical e uretral)’, a pesquisa de anticorpos ( soro) por imunofluorescéncia
indireta (IFT), ou enzima imunoensaio (EIA) ? e por PCR convencional ou real time PCR.
Este tem sido utilizado por ser, potencialmente, mais sensivel e especifico que os métodos
anteriores. !9,

Existem poucos estudos sobre a coinfec¢io de C. trachomatis ¢ HIV. Um estudo
feito em Sao Paulo encontrou uma prevaléncia de 1,8% nas mulheres vivendo com HIV
atendidas nos centros de referéncia, valor menor do que o encontrado por um estudo em
Manaus cuja prevaléncia foi de 4,3%. Em outro estudo, feito com homens e mulheres em
Salvador a frequéncia foi de 12,3% casos positivos de C. trachomatis entre as mulheres
e 17,1% entre os homens '+1%13,

A escassez, ou inexisténcia de dados sobre essas infecgdes em algumas regides do
Brasil, torna extremamente relevante estudos sobre a prevaléncias e coinfecgdes entre
outros, principalmente em populagdes com HIV, pela importincia que esses patégenos
assumem na transmissao de HIV. Considerando isso, o objetivo deste trabalho foi analisar

a frequéncia de C.trachomatis e fatores associados (inclusive coinfec¢cdo com HPV) em

mulheres infectadas pelo HIV em uma regiio do Maranhao.

2 METODOLOGIA
Foram utilizadas amostras cervicais provenientes de pacientes soropositivas para
HIV que estavam em acompanhamento em um centro de referéncia em atendimento de
DST/AIDS denominado Servigo de Assisténcia Especializada/Centro de Testagem e
Aconselhamento (SAE/CTA) na cidade de Caxias, Maranhdo. As amostras eram
coletadas (swabs) durante o atendimento de rotina para exame citopatoldgico.
Posteriormente, uma aliquota (500 pL) era encaminhada ao laboratdrio de Biologia
Molecular da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA/Canoas). Esse Centro de triagem
tem como objetivo acompanhar os portadores de HIV, tratar os doentes de AIDS e possiveis
coinfecgdes, melhorando assim a qualidade de vida dos usudrios deste servico.
Os dados sociodemograficos foram obtidos através de uma entrevista com as
pacientes no momento da coleta e, os dados clinicos utilizados, foram consultados no

prontudrio das pacientes. As coletas foram realizadas no periodo de setembro de 2014 a
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setembro de 2016.
Para a realizac@o do estudo foram incluidas as amostras das pacientes com mais de

18 anos e com resultados positivo nos testes para HIV.

Extracao de DNA
A extragdo do DNA foi realizada através de um Kit comercial da Roche, High

Pure Viral Nucleic Acid e foi realizada conforme instru¢ées do fabricante.

Detecciio do DNA da Chlamydia trachomatis por PCR

O DNA extraido foi utilizado na realizagdo da técnica de PCR para detec¢do da
Chlamydia trachomatis. A amplificagcdo foi realizada utilizando os primers CTP1
(5°TAG TAA CTG CCA CTT CAT CA 3%) e CTP2(5'TTC CCC TTG TAA TTC GTT
GC 3%), que amplificam um segmento de 201 pb da ORF de niimero 4 do plasmideo
criptico da C. trachomatis. Este segmento localiza-se a 2940 pb do sitio tnico de restrigao
de BamHI conforme descrito em Lan et al. (1993) 4.

As amostras foram preparadas e submetidas as condigdes estabelecidas pelo autor,
para amplificagdo do DNA. Foi preparada uma mistura com tampao10 x, 3 mM MgCl,,
200 uM de cada dNTPs, 125 ng de cada primer e 1U da enzima Tag DNA polimerase.
Foi realizada uma desnaturacfo inicial a 95°C por 4 minutos, seguida de uma
desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, 57°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, durante 40
ciclos, e uma extensdo final a 72°C por 4 minutos.

O amplicon foi analisado por eletroforese em gel de agarose 2% contendo 0,05%
de brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta.

O controle positivo usado na reac¢do foi um DNA da C. trachomatis e o negativo

uma mistura dos componentes da reagdo, livre de DNA.

Deteccao e genotipagem do HPV

A deteccdo de HPV foi realizada anteriormente (dados nao demonstrados) por
PCR usando os primers GP5+ ¢ GP6+ (de Roda Husman,1995) '°, que geravam um
fragmento de 150 pb da regido L1 do genoma do virus. As amostras positivas, foram
genotipadas em um ensaio de hibridizacdo em microplacas. Para esse ensaio foram
utilizadas sondas especificas de HPV de alto risco (HPV 16, 18, 31, 33, 39,45, 52, 59, 58
e 59). O protocolo utilizado para PCR e genotipagem foi realizado conforme descrito por

Barcellos et al. (2011) 6.
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Anilises Estatisticas

Os resultados foram tabulados e analisados pelo programa SPSS v21. Andlises
foram realizadas para estimar a prevaléncia da infec¢do por C. trachomatis e a coinfecgdo
com HPV. As diferengas de prevaléncia das varidveis categdricas e as andlises dos dados
sociodemograficos foram realizadas utilizando o teste de qui-quadrado. A razdo de
chance (OD) com intervalo de confianca de 95% (IC 95%) para potenciais fatores de risco
associados com a infec¢@o foram estimados usando o modelo de regressédo logistica. O

valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em seres
Humanos da Universidade Estadual do Maranhdo com o niimero de protocolo n°® 891.746
e do Comité de Etica de pesquisa em seres Humanos da ULBRA (CEP-ULBRA 2007-
379H).

3 RESULTADOS

Um total de 125 amostras cérvico-vaginais foi submetido a PCR para identificar
a presenga de C. trachomatis. Foram consideradas positivas as amostras que ap0s
amplificacdo foi possivel visualizar um fragmento de 201 pb. Destas, 21 (16,8%)
apresentaram resultado positivo.

As caracteristicas sociodemogrificas, comportamentais e clinicas das 125
mulheres estao apresentadas na Tabela 1. A idade variou de 18 a 70 anos, ¢ a média ficou
em 37,4 anos. Com relagdo ao estado civil e escolaridade verificou-se que 58,4% eram
casadas ou viviam em unido estavel, 62,4% tinham de 1 a 9 anos de estudo e 88,0% se
declaram pardas e/ou negras. Quanto as caracterfsticas comportamentais, verificou-se que
61,6% tinham um parceiro no dltimo ano, 38,4% usavam anticoncepcional oral e 84,9%

relataram nao fumar.
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Tabela 1. Caracteristicas sociodemogrificas da populacio estudada.

Varidvel N %
Idade

18 a 25 anos 22 17.6

> 26 anos 103 82,4
Estado Civil

Casada e unifo estdvel 73 58,4

Solteira, separada e vitiva 52 41,6
Escolaridade

Nenhuma 19 15,2

1 a9 anos 78 62,4

Mais de 9 anos 28 22,4
Parceiros Sexuais*

0 41 32,8

1 77 61,6

2 ou mais 7 5,6
Fumo

Nio 107 85,6

Sim 18 14,4

* Quantidade de parceiros sexuais no momento da coleta

A Tabela 2 mostra as caracteristicas clinicas das pacientes, onde se observou que
72,2% tinham carga viral de HIV de até 1000 copias/mL. Em 73,6%, o CD4 era maior de
350 células/mm3. Nas andlises relacionadas a presenca do HPV e seus gendtipos,
observou-se que em 44,8% tinham a infecg¢do por HPV, e os gendtipos mais prevalentes
foram o HPV18 (96,4%), 16 (89,3%), 58 (46,4%) e 56 (33,9%). Em varias destas

amostras foi possivel observar a presenca de dois ou mais genétipo simultaneamente .

Tabela 2. Caracteristicas clinicas da populacio estudada.

Variavel N %
Carga Viral
Até 1000 copias/mL 91 72,8
Mais de 1000 copias/mL 34 27,2

CD4

Até 350 células/mm3 33 26,4

Mais de 350 células/mm? 92 73,6
Tratamento Antiretroviral

Sim 93 74,4

Nao 32 25,6
HBsAg

Negativo 120 96,0

Positivo 5 4,0
VDRL

Negativo 113 90,4

Positivo 12 9,6
HPV

Sim 56 44.8

Nio 69 52,2
Genotipagem

HPV16 50 89,3

HPV18 54 96,4

HPV31 4 7.1

HPV33 16 28.6

HPV39 5 8,9

HPV45 2 3,6
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HPV52 1 1,8
HPV56 19 33,9
HPVS58 26 46,4
HPV59 6 10,7

As caracteristicas sociodemogrificas e comportamentais das pacientes versus a
infecgdo por C. trachomatis sdo apresentadas na Tabela 3. Apesar das diferengas
observadas entre o grupo com e sem infeccdo essas diferencas ndo foram estatisticamente
significativas, com exce¢do para a idade das pacientes, Mulheres com mais de 25 estavam
associadas a infecgdo (p=0,038).

Tabela 3 — Caracteristicas sociodemogrificos e comportamentais das pacientes com e sem a infecg¢éio por
C. trachomatis em mulheres HIV positivas.

Variavel C. trachomatis
Positivo— N (%) Negativo — N (%) OD (ID95%) P -value
Idade 2.967(1,028-8,558) 0,038
18 a 25 anos 7 (33,3) 15 (14,4)
>25 anos 14 (66,7) 89 (85,6)
Raca 1,357(0,283-6,514) 0,702
Parda/Negra 19 (90,5) 91(87,5)
Branca/Amarela 29,5 13 (12,5)
Escolaridade 0,617
Nenhum 2(9.9) 17(16,3)
1 a9 anos 13 (61,9) 65 (62,5)
>10 anos 6(28,6) 22 (21,2)
Situacio Conjugal 0,940(0,364-2,426) 0,898
Solteira 12 (57,1) 61(58,7)
Casada 9(42,9) 43 (41,3)
Fumo 1,727(0,366-8,149) 0,485
Nio 19(90.5) 88(84,6)
Sim 2(9,5) 16(15.4)
Uso Contraceptivo Hormonal 0,387
Sim 5(23,8) 34(32,7)
Nio 7(33,3) 41(39.4)
Outros 9(42,9) 29(27,9)
Parceiros Sexuais 0,443
0 8(38,1) 33317
1 13(61,9) 64(61,5)
>2 0(0) 7(6,7)

Outros fatores sociodemogréficos, como raca, escolaridade, situagdo conjugal,
uso de anticoncepcional, quantidade de parceiros e habito de fumar ndo tiveram valores
estatisticamente significativos. Das pacientes com infec¢do por C. trachomatis 21 (XX%),
66,7% tinham mais de 25 anos, 90,5% eram pardas ou negras; 61,9% estudaram o ensino
fundamental completo ou nao, 90,5% relataram nao fumar, 76,7% faziam uso de algum
método contraceptivo, sendo que dentre estas, 23,8% usavam anticoncepcional hormonal

e 61,9% tinham um parceiro sexual nos tltimos seis meses.
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Avaliando os aspectos clinicos patoldgicos, a Tabela 4 descreve essas varidveis
nas amostras das mulheres HIV positivas considerando a presenga ou nfo da infecgdo por
C. trachomatis.
Tabela 4. Aspectos clinicos patolégicos avaliados das mulheres do estudo
Varidavel C. trachomatis
Positivo — N (%) Negativo — N (%) OD (ID95%) P —value

Carga Viral 0,542 (0,202-1,452) 0,219
Até 1000 copias/mL 13 (61,9) 78 (75,0)
> 1000 copias/mL 8 (38.1) 26 (25,0)

CD4 1,141 (0,402-3,238) 0,805
Até 350 cell/mm 6 (28.6) 27 (26,0)
> 350 cell/mm 15 (71,4) 77 (74,0)

Tratamento Antiretroviral 0,633 (0,230-1,742) 0,373
Sim 14 (66,7) 79 (76,0)
Nio 7(33.3) 25 (24.0)

HPV 0,718 (0,275-1,878) 0,498
Positivo 8(38,1) 48 (46,2)
Negativo 13 (61,9) 56 (53,8)

Com relagio a carga viral, estd se apresentou indetectdvel ou menor que 1000
copias/mL em 61,9% das mulheres com a infeccdo e em 75,0% nas nao infectadas. O
CD4 foi maior que 350 células/mm? em 71,4% das infectadas e em 74,0% das nao
infectadas. Essas caracteristicas nfo tiveram associagdo com a infecc¢io (p=0,219 e
p=805).

A andlise de coinfeccdo com C. trachomatis e HPV (gendtipos de alto risco), além
do HIV, mostrou que em 56 amostras que eram positivas para HPV, 8 (14,28% ) também

eram positivas para C trachomatis (p 0,498).

4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os estudos sobre a prevaléncia das ISTs t8m aumentado nos dltimos anos. O
avang¢o da medicina promoveu uma grande sobrevida aos pacientes com HIV mantendo
a carga viral em niveis indetectdveis ou muito baixa, proporcionando a diminui¢ao do uso
de preservativos como método de prevencao. No entanto, a transmissao de outras doencas
sexuais como a sifilis, a gonorreia e a clamidia aumentaram drasticamente. Como essas
doencas sdo assintomadticas por um longo periodo acabam causando graves implicacdes
na sadde '>!7.

As ISTs, historicamente, apresentam-se como um grande desafio para o
diagndstico por testes laboratoriais, porém com o desenvolvimento dos testes de

amplificacdo de 4acidos nucleicos, considerados mais sensiveis que os tradicionais,

eliminaram-se a necessidade do cultivo bacteriano possibilitando um diagnéstico através
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do uso de amostras colhidas por métodos pouco invasivo, como € o caso das amostras
cervicais 1%13,

Este estudo usou como método molecular a técnica de PCR para detectar a
presenca da C. trachomatis em 125 mulheres portadoras do virus HIV, sendo que destas,
56 também apresentavam o virus HPV. Nesta andlise foi encontrada uma prevaléncia de
16,8%, resultado considerado superior ao relatado na literatura em trabalhos realizados
em outros paises como os Estados Unidos, onde a prevaléncia da infecgdo foi de 4,7%8.

No Brasil, as prevaléncias variam de 2,1% a 13,6% em estudos onde a populacio
de mulheres estava abaixo dos 25 anos e em adolescentes, mulheres grdvidas e em
mulheres vivendo com HIV/AIDS 3192021 'Um estudo envolvendo mulheres submetidas
a reproducdo assistida, mostra uma frequéncia bem superior aos estudos citados
anteriormente (40,0%), podendo ser este um indicativo de que a C. trachomatis é uma
potente bactéria causadora de infertilidade em mulheres *. Nosso estudo foi restrito a uma
populagio de mulheres com HIV, sendo a média de idade de 37,4 anos, o que se mostrou
como um fator de risco para a presenga da infecgdo, p=0,038, OD=2,967(1,028-8,558),
corroborando com dados da literatura &!322,

No Brasil a infeccdo por C. trachomatis nao € uma doencga de notificacao
compulsdria e, portanto, a poucos dados confidveis sobre a real prevaléncia da mesma.
Também nio existem programas especificos do Ministério da Saide (MS) que incentivem
o rastreio, e por ser assintomdtica na maior parte dos casos, provavelmente é
subdiagnosticada e consequentemente pouco tratada, podendo justificar os altos indices
encontrados neste estudo. As estimativas de prevaléncia da C. trachomatis devem ser
interpretadas levando-se em conta as diferencas nacionais e culturais de comportamento
sexual e assisténcia a sadde. O Brasil é um pafs de dimensio continental, com populacdes
de diferentes niveis de desenvolvimento socioecondmico, o que justificaria as diferengas
regionais encontradas 2>,

Quanto aos outros fatores sociodemograficos, verificamos a presenga de infeccao
por C. trachomatis em pacientes que relataram ter um tinico parceiro (61,6%), casadas ou
vivendo em unifo estdvel (58,4%), de raca parda e ou negra (88,0%) e com escolaridade
de 1 a9 nos (62,4%), o que concorda com os dados obtidos de relatos na literatura
13192125 Eptretanto, uma discordancia é evidenciada nos resultados encontrados em %29,
onde uma intensa atividade sexual com multiplos parceiros foi apontado como fator de

risco. Nossa populagdo de estudo, foi de mulheres que fazem um acompanhamento

constante devido ao fato de serem portadoras do HIV, e assim facilitaria um acesso mais
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facil ao diagnéstico de outras ISTs. Além disso, também era esperado que fizessem o uso
frequente de métodos preventivos, 0 que mostrou ndo ser a realidade.

No nosso estudo, 72,2% das pacientes tinham carga viral <1000 cépias/mL, e
74,4% estavam fazendo uso de algum antiretroviral, indicio de que a maioria ja
apresentava sintomas, e que com o uso do antirretroviral, estavam com a quantidade do
virus HIV controlada. Portanto, essas pacientes apesar de estarem sendo assistidas hd
algum tempo, com consultas e exames frequentes ainda assim deixam passar doengas
assintomaticas, que podem ter desfechos graves no futuro e ainda aumentarem a
transmissdo, tanto das ISTs como do HIV. Um estudo de Travassos et al (2012) "',
identificaram que quanto maior a carga viral e menor o CD4, maior o risco de infeccio
por ISTs, indicativo do comprometimento do sistema imunoldgico, portanto, facilitando
a transmissao.

Seguindo nas andlises, os resultados observados relacionados a infeccdo pelo
HPV, encontramos neste grupo em 44,8% das mulheres estudas e em apenas 10,8% delas
estavam com coinfeccio com C. trachomatis. Diferente do encontrado em?®, que
encontraram 2,4% de coinfec¢ao, mas o estudo utilizou somente amostras com alteragdes
intraepiteliais.

Com relagdo aos genétipos de alto risco para o HPV, estes foram analisados nas
amostras que apresentaram coinfec¢io com a C. trachomatis. Os mais encontrados foram
0 16 e 0 18 (100,0%), e esta condi¢do em mulheres imunodeprimidas caracteriza essa
populagdo como de risco para evolucdo do cancer cervical. Cabe salientar que, essa
situagdo ja seria o suficiente para justificar o desenvolvimento de estratégias especificas
no controle da saide sexual dessa populagio, pois na maioria das vezes sé ¢€
disponibilizado o exame de citologia oncética *°.

Uma limitagdo encontrada neste estudo foi o niimero pequeno de participantes.
Alguns fatores de risco podem ndo ter dado informagdes estatisticamente significativas
entre algumas varidveis independentes para a infecgdo por C. trachomatis, ¢ a
possibilidade de respostas tendenciosas ao responder o questionario da pesquisa.

Deste modo, o estudo mostrou que programas de rastreio dessas doengas, por
métodos de exames ndo invasivos, tende a diminuir as possiveis complica¢des causadas
pela C. trachomatis e outras ISTs, visando a prevenc¢iio do HIV. A aten¢fo em satdde as
ISTs/AIDS, precisa de acdes preventivas que deveriam ser implementadas nos servigos

de assisténcia especializada em HIV/AIDS.
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