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RESUMO

A sifilis é causada pelo Treponema pallidum subespécie pallidum, uma infeccéo
sexualmente transmissivel (IST) com amplo espectro de manifestacdo clinica, que varia
de acordo com os estagios da infeccdo e o estado imunoldgico do hospedeiro. A sifilis
apresenta fases sintomaticas distintas (primaria, secundaria e terciaria) e periodos de
laténcia (sifilis latente recente e tardia) podendo ocorrer lesGes aguda e cronica até a
forma disseminada com complicacdes neuroldgicas. O seu diagndstico é baseado em
sintomas clinicos associados aos testes soroldgicos. A técnica da subtipagem molecular é
uma ferramenta robusta para investigar a diversidade e epidemiologia do T. pallidum.
Este estudo teve como objetivo caracterizar o T. pallidum isolado de um paciente com
sifilis primaria pelo método Enhanced Centers for Disease Control and Prevention typing
(ECDCT), esse método consiste em: 1) Determinacdo do numero de 60 pb que repete no
gene arp 2) RFLP (Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo) dos
genes tpr de subfamilia 11 (tpr EGJ); 3) Analise da regido de 84 pb do gene tp0548. A
sifilis primaria foi diagnosticada pela combinacao de sintomas clinicos (presenca de uma
lesdo indolor), com o teste rapido de sifilis (ABON Biopharm, Hangzhou, China) e o teste
Venereal Disease Research Laboratory (Abbott Murex, Dartford, UK). O DNA
treponémico foi identificado na lesdo através da Reacdo em Cadeia da Polimerase
utilizando como alvo o gene polA, mas ndo foi possivel a identificacdo do DNA do T.
pallidum na amostra de sangue total. A sequéncia do fragmento do gene arp apresentou
14 repeticoes, sendo relatado como mais prevalente no mundo. Na andlise da regido do
gene tp0548 apresentou similaridade ao subtipo g, que o qual € o mais prevalente em
alguns paises europeus. A cepa isolada apresentou o subtipo parcial 14 x/g. A técnica da
PCR vem sendo utilizada como uma técnica sensivel e especifica para a identificacao do
DNA de T. pallidum em amostras clinicas. O método de subtipagem demonstra relevancia
biolégica e clinica na investigacdo e discriminacdo de reinfecgdes assim como na

identificacdo geografica.

Palavras-chave: Sifilis, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), tipagem molecular.
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ABSTRACT

Syphilis is caused by Treponema pallidum subspecies pallidum, a sexually transmitted
infection (STI) with a broad spectrum of clinical manifestations, which varies according
to the stages of infection and the host's immune status. Syphilis presents distinct
symptomatic phases (primary, secondary and tertiary) and latency periods (recent and late
latent syphilis), with acute and chronic lesions occurring to the disseminated form with
neurological complications. Its diagnosis is based on clinical symptoms associated with
serological tests. The molecular subtyping technique is a robust tool to investigate the
diversity and epidemiology of T. pallidum. This study aimed to characterize T. pallidum
isolated from a patient with primary syphilis using the Enhanced Centers for Disease
Control and Prevention typing (ECDCT) method, this method consists of: 1) Determining
the 60 bp number that repeats in the arp 2 gene ) RFLP (Polymorphism in Length of
Restriction Fragments) of the subpramily Il tpr genes (tpr EGJ); 3) Analysis of the 84 bp
region of the tp0548 gene. Primary syphilis was diagnosed by combining clinical
symptoms (presence of a painless lesion), with the rapid syphilis test (ABON Biopharm,
Hangzhou, China) and the Venereal Disease Research Laboratory test (Abbott Murex,
Dartford, UK). Treponemic DNA was identified in the lesion through the Polymerase
Chain Reaction using the polA gene as a target, but it was not possible to identify T.
pallidum DNA in the whole blood sample. The sequence of the arp gene fragment showed
14 repetitions, being reported as the most prevalent in the world. In the analysis of the
tp0548 gene region, it was similar to subtype g, which is the most prevalent in some
European countries. The isolated strain had a partial subtype 14 x / g. The PCR technique
has been used as a sensitive and specific technique for the identification of T. pallidum
DNA in clinical samples. The subtyping method demonstrates biological and clinical
relevance in the investigation and discrimination of reinfections as well as in geographical

identification.

12



1. INTRODUCAO

A sifilis € uma infeccdo sexualmente transmissivel (IST), causada pela
espiroqueta Treponema pallidum da subespécie pallidum, transmitida, principalmente,
por via sexual. A infec¢cdo é caracterizada por apresentar periodos distintos (primario,
secundario e terciario), com lesbes agudas e cronicas, até disseminada, com complicacdes
cardiovasculares e neuroldgicas (GOTTLIEB et al., 2014). A Organiza¢do Mundial de
Saude (OMS), estima que mais de um milhdo de casos de ISTs ocorram mundialmente
por dia. No Brasil, em 2018, cerca de 158.051 casos de sifilis adquirida e 62.599 casos
de sifilis em gestantes foram relatadas (BRASIL, 2019).

O diagnostico para sifilis é baseado em testes sorologicos (EDMONDSON; HU;
NORRIS, 2018). Os testes sdo divididos em testes treponémicos e ndo treponémico. Os
testes ndo treponémicos, como o teste Rapid Plasma Reagin (RPR) e Venerela Disease
Research Laboratory (VDRL) que detectam anticorpos contra cardiolipina que ndo sao
especificos contra o T. pallidum (ZHOU et al., 2019). J& os testes treponémico incluem;
teste de imunofluorescéncia indireta (FTA-Abs, Fluorescent Treponemal Antibody-
Absorption) e 0 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) que detectam anticorpos
IgM e IgG especificos contra os antigenos de T. pallidum (PARK et al., 2011) No entanto,
0s testes soroldgicos apresentam baixa sensibilidade nos estagios iniciais e tardios da
sifilis e a presenca de resultados falso negativo em testes ndo treponémicos limitam a sua
utilizacdo (ZHOU et al., 2019).

Novas estratégias diagndsticas tém sido adotadas, dentre as quais a amplificacdo
de &cidos nucléicos através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). O PCR tem
demostrado ser um método sensivel na detec¢do do material genético do T. pallidum e
na identificacdo de sifilis primaria e em pacientes com sifilis congénita e neurossifilis
(LARSEN; STEINER; RUDOLPH, 1995). A técnica de PCR apresenta alta sensibilidade
e especificidade, que permite a deteccdo de subtipos e avaliagdo de cepas com
suscetibilidade a antibidticos. Dessa forma, o desenvolvimento de métodos moleculares
altamente discriminatérios permitem a diferenciacdo das cepas de T. pallidum e fornecem
informacGes que contribui para uma compreender a aquisicdo e transmissao da sifilis
(HO; LUKEHART, 2011). A diferenciacdo genética das cepas de T. pallidum é muito
importante, pois torna possivel o conhecimento da diversidade epidemiol6gica e o
monitoramento da prevaléncia e da distribuicdo geografica das cepas ao longo do tempo

e permite determinar as novas cepas introduzidas, especialmente, para o T. pallidum, um
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patdgeno de oneroso cultivo in vitro (PENG et al.,, 2011). A técnica da subtipagem
molecular tem sido utilizado com sucesso na caracterizacdo de novos isolados do T.
pallidum, no entanto no Brasil hé escassos relatos da utilizacéo desta ferramenta que pode

colaborar na investigacdo mais ampla e orientar na intervencg&o clinica a saude publica.
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2. REFERENCIAIS BILIOGRAFICOS

2.1 Historico

A sifilis € uma doenca de evolugéo cronica descoberta no final do século XV. O
termo Sifilis foi descrito pela primeira vez em 1530, pro Hieronymos Fracastorius ao
utilizar o nome de um pastor mitico chamado “Syphilus” em seu poema. Neste poema, a
sifilis seria uma enfermidade como castigo do Deus Apolo ao pastor. (SINGH;
ROMANOWSKI, 1999). A epidemia da sifilis € documentada em 1495 na Europa, pela
disseminacdo da doenca durante a queda de Napoles contra as tropas do lider francés
Charles VIII. Essa infecgdo ocorreu concomitantemente ao retorno de Colombo e seu
homens ao novo mundo. Relatos informam que homens que compunham a expedicéo de
Colombo sofriam de sintomas similar a esta doenga (HARPER et al., 2008).

Microorganismos do género Treponema da ordem Spriochaetales, familia
Spirochaetaceae foram descobertos no dia 3 de marco de 1905, por Fritz Schaudinn e
Paul Erich Hoffman, zoologista e dermatologista. Posteriormente foram examinadas
amostras da papula existentes na vulva de uma mulher diagnosticada com sifilis
secundaria (KOHL; WINZER, 2005). Inicialmente foi denominado de Cytorrhytes lues e
posteriormente no mesmo ano, Schaudinn propés como Spirochaeta pallida num novo
género com a denominacao de Treponema pallidum. O bacteriologista August Paul VVon
Wassermann em 1906, desenvolveu a primeira sorologia a sifilis (Lues) (KOHL,;
WINZER, 2005). No entanto a penicilina foi introduzida no tratamento em 1943 por
Mahoney Arnold, trazendo expectativas ao controle desta doenca. (MAHONEY;
ARNOLD; HARRIS, 1943). Diante ao cenario endémico da sifilis, novas pesquisas
foram conduzidas e sua incidéncia apresentou queda nos Estados Unidos e na Europa.
(BROWN, 1970). Entretanto o comportamento sexual devido ao advento da pilula
anticoncepcional e associacdo a infeccao pelo HIV elevou consideravelmente novos casos
de sifilis. (LYNN; LIGHTMAN, 2004).

2.2 Agente etioldgico da sifilis

O agente etiolégico causador da sifilis € o Treponema pallidum da subespécie
pallidum, pertencente a ordem Spriochaetales, familia Spirochaetaceae, do género
Treponema. Dentre as espécies classificadas, quatro bactérias sdo patogénicas e seis nao

patogénicas. As espécies patogénicas sdo o Treponema pallidum da subespécie pallidum,
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causador da sifilis, T. pallidum subespécie carateum que causa a pinta, T.pallidum
subespécie pertenue (TPE) responsavel pela framboesia e o T. pallidum subespécie
endemicum agente etioldgico da sifilis endémica. (SINGH; ROMANOWSKI, 1999)
(FANELLA et al., 2012). O T. pallidum da subespécie pallidum, ndo pode ser cultivado
in vitro, é um patogeno exclusivo do ser humano, entretanto novos modelos experimentais
de inoculacdo da bactéria sdo em macacos e testiculos de coelho. (AVELLEIRA,;
BOTTINO, 2006).

T. pallidum é uma bactéria anaerébia de formato helicoidal (10 a 20 voltas) com
comprimento médio de 5 a 20 pum e 0.1 a 0.2 um de espessura. Nao apresenta membrana
celular, entretanto é protegido por trés camadas ricas em molécula de &cido N-
acetilmuramico e N-acetil glucosamina (AVELLEIRA; BOTTINO, 2006). Na
extremidade distal da bactéria apresenta filamentos axiais (endoflagelos) sob uma bainha
externa. A rotagdo dos filamentos, impulsiona a bactéria a0 um movimento sobre seu
proprio eixo flagelar (CAUSER et al., 2014).

O genoma do T. pallidum subespécie pallidum (Nichols) foi sequenciado em
1998. O sequenciamento do genoma da cepa (Nichols) apresenta um cromossoma circular
de 1.138.006 pare de base (bp). A ilimitada sensibilidade ao oxigénio e baixos
componentes proteicos em sua membrana externa, reduz suas atividades metabdlicas
(FRASER et al., 1998).

Em outros estudos, o sequenciamento do genoma completo do T. pallidum séo
todas da América, incluindo a Nichols (US Navy, 1912)(FRASER et al., 1998b), Chicago
(US Chicago, 1951)(GIACANI et al., 2010), México (US México, 1953) (PETROSOVA
etal., 2012), SS14 (US Atlanta, 1976)(MATEJKOVA et al., 2008), e a cepa DAL-1 afro-
americana, 1991(ZOBANIKOVA et al., 2012). O sequenciamento da cepa Amoy foi a
primeira isolada de um paciente com sifilis primaria na China em 2011, em que permite

identificar variacbes com outras cepas de T. pallidum (TONG et al., 2017).

2.3 Sifilis

A sifilis € uma infeccdo transmitida predominantemente pelo contato sexual, além
da transmissdo sanguinea e por via transplacentaria ao feto. As manifestacdes clinicas
causadas pelo T. pallidum variam de acordo com os estdgios de infeccdo e o estado
imunoldgico do hospedeiro. O T. pallidum apresenta fases distintas (primaria, secundaria,
terciaria) e periodos de laténcia (sifilis latentes) (LAFOND; LUKEHART, 2006).
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A leséo especifica da sifilis primaria, o cancro, € uma ulcera de cor rosea de bordas
endurecidas, recoberto por material seroso, sem manifestagdes inflamatorias e indolor
medido em torno de 0,3 a 3,0 cm (LAFOND; LUKEHART, 2006). No homem acomete
na regido do sulco balanoprepucial, meato uretral, prepucio e raramente intra-uretral. Em
mulheres ocorre frequentemente nos pequenos labios, parede vaginal e colo uterino
(BRASIL, 2010). As lesdes extragenitais sdo na boca, regido mamaria, dedos da méo e
regido anal. Pacientes que ndo recebem o tratamento adequado, espontaneamente o
cancro regride e ocorre a evolucédo para sifilis secundaria (GOH; THORNTON, 2007).

A sifilis é caracterizada por periodo de laténcia de seis a oito semanas, se ndo
tratada corretamente a infeccdo evolui a fase secundaria. O acometimento da doenca,
corresponde a distribuicdo do T. pallidum ao organismo, com aparecimento de lesdes na
regido cutanea (MATTEI et al., 2012). A disseminacao treponémica, ocasiona sintomas
variaveis, perda de peso, febre, dores de garganta, mialgia, glomerulonefrite e iridociclite
(LEADER et al., 2007). O periodo de laténcia da infecgdo é cada vez mais duradouro
ap0s o primeiro e segundo ano, com o desaparecimento das manifestacBes clinicas,
iniciando uma longa fase de laténcia (AVELLEIRA; BOTTINO, 2006).

A sifilis latente ou assintomatica é caracterizada por cerca de 25% dos pacientes
infectados apresentando recidivas manifestacfes secundérias até o final do primeiro ano
pos-infeccdo. Entretanto a infeccdo com mais de um ano de duragédo, é denominada de
sifilis latente tardia (LAFOND; LUKEHART, 2006) (GOH; THORNTON, 2007). As
lesbes da sifilis terciaria podem ocorrer de 10 a 20 anos ap0s a infeccdo inicial
(CARLSON et al., 2011). E pode ocasionar as alteracfes cardiovasculares, tais como
aneurisma da aorta e insuficiéncia valvular e no sistema neurolégico como inflamacéo
meningovascular (CARLSON et al., 2011) (SINGH; ROMANOWSKI, 1999).

A infeccdo treponémica no sistema nervoso central pode ocasionar neurossifilis
recente com sintomas que resultam em meningite aguda ou subaguda e vasculite
inflamatdria que pode causar acidente vascular cerebral (SINGH; ROMANOWSKI,
1999) (BRASIL, 2010). Entretanto apds a introducdo a penicilina ao tratamento 0s
sintomas de neurossifilis desaparecem, no entanto aos portadores de HIV reaparecem
anos depois. A infeccdo pelo T. pallidum em pacientes com HIV tendem a lesGes mais
profundas e mais de um cancro, com aumento do risco de neurossifilis e potencializar os
sintomas (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2007).

17



2.4 Epidemiologia da Sifilis

A OMS estimou 376,4 milhdes IST, sendo 6,3 milhdes de infectados com o T.
pallidum, com prevaléncia de 0,5% entre homens e mulheres. (BRASIL 2019). Em 2017
nos EUA, houve um aumento nos casos de infecgdo pelo T. pallidum com 9,6 caso por
100.000 habitantes, sendo 88% entre homens e 58% entre homens que realizam sexo com
outros homens (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC),
2018). No Canada, foram notificados um aumento de 5,0 para 9,3 casos por 100.000
habitantes, no periodo de 2010 a 2015 (CHOUDHRI, Y. et al 2018). Na Australia, dados
da vigilancia em todo o pais indicaram um aumento de 6,9 casos por 100.000 habitantes
em 2012, para 14,3 casos por 100.000 habitantes em 2016 (KIRBY INSTITUTE et al
2017).

No Brasil, o T. pallidum é uma das doencas mais frequente associada a Ulceras
genitais (GOMES NAVECA et al., 2013). No periodo de 2017 e 2018, houve um aumento
na taxas de deteccdo de sifilis adquirida de 28,3%, de 59,4 casos para 75,8 casos por
100.000 habitantes. O aumento no nimero de casos chegou a 71,1% na regido nordeste,
de 27,4 para 46,9 casos por 100.000 habitantes, ja na regido centro-oeste a notificacao foi
de 50,3 para 79,9 casos por 100.000 habitantes. (BRASIL 2019)

O Brasil apresenta um aumento de notificagdo em maior parte dos estados. A
maior taxa de deteccdo foi observada em Santa Catarina com 164,1 caso por 100.000
habitante, em seguida pelo estado de Mato Grosso do Sul com 163,0 casos por 100.000
habitantes. Dentre as capitais, Florianopolis apresenta taxa de deteccdo superior a taxa
média nacional de 307,1 e Campo Grande com 282,4 casos por 100.000 habitantes.
(BRASIL 2019). O aumento constante nos casos de sifilis, pode ser atribuido, pelo
aumento da cobertura de testagem, com a ampliacdo do uso de testes rapidos e reducéo
do uso de preservativo (BRASIL 2016).

2.5 Diagndstico e tratamento

O diagnéstico laboratorial da sifilis é realizado de acordo com o estagio da
infeccdo. Diversos testes podem ser empregados na deteccdo do treponema, e sdo
divididos em exames diretos e indiretos (PIRES; MIRANDA, 1998). Métodos diretos
como a detecgdo do T. pallidum em fluidos ou lesbes iniciais nas fases primérias e
secundarias, consistem em métodos diretos, como coloracéo por prata e Microscopia de

Campo Escuro (Dark Field Microscopy — DFM) ou imunofluorescéncia direta
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denominado de DFA-TP (diret fluorescente-antibody testing for T.pallidum) e Reagéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) (CASTRO et al., 2010)(PARK et al., 2011).

Os testes ndo treponémicos sdao métodos indiretos que detectam anticorpos
inespecificos para o T. pallidum. O Venerela Disease Research Laboratory (VDRL) que
tem como principio aglutinacdo indireta entre uma suspensdo antigénica (cardiolipina,
cristais de colesterol e lecitina) (CASTRO et al., 2010). A sensibilidade para a sifilis
primaria é de 70%, na fase secundaria de 99% e de 70% a 80% na terciaria. Os titulos
podem se encontrar ndo reagentes durante o tratamento na sifilis priméaria, uma vez que o
VDRL se torna reagente entre cinco e seis semanas ap0s a infeccdo e até trés semanas
apos o aparecimento do cancro. Entretanto o individuo recém-infectado pode ainda ndo
ser reagente, configurado em um exame falso-negativo. Outros testes ndo treponémicos
como a Reagina Plasméatica Rapida (Rapid Plasma Reagin — RPR) apresenta em fase
primaria 86% de sensibilidade, sendo maior do que o VDRL. A vantagem para a
utilizacdo de testes ndo treponémico, ¢ a facilidade e baixo custo, além para monitorar a
resposta ao tratamento por método quantitativo. Sua desvantagem € a baixa
especificidade, através de resultados falso-negativo devido o fendmeno de prozona,
quando se testa a amostra sem diluir, ou mesmo em baixas dilui¢Bes, apresenta resultados
nao reagentes. (HOOVER; RADOLF, 2011) (SMAJS; NORRIS; WEINSTOCK, 2012)(
NYATSANZA; TIPPLE, 2016).

Testes soroldgicos treponémicos identificam anticorpos especificos (IgM e 1gG)
contra a bactéria treponémica. O teste de (T.pallidum hemagglutination — TPHA), Teste
de imunofluorescéncia Indireta para Determinacdo de Anticorpos contra T.pallidum
(Fluorescent treponemal antibody absorption — FTA-ADs), Ensaio de Aglutinacdo em
Particula T.pallidum (T.pallidum particle aglutination assay — TPPA), sdo testes para
deteccdo do T.pallidum durante a sifilis primaria. O FTA-Abs é um teste treponémicos de
imunofluorescéncia. Amostra que contenha anticorpos anti-T. pallidum, ocorrera ligacao
entre antigeno e o anticorpo, promovendo uma cor brilhante. O Ensaio Imunoenzimatico
(Enzyme Linked Immunosorbert Assay — ELISA) promove a imunocaptura com proteinas
recombinantes, capaz de detectar anticorpos em todas as fases da doenca. Os testes
treponemicos apresenta uma sensibilidade de 96 a 100% e uma especificidade de 98%.
No entanto, sua execucdo é demorada e alto custo em que requer reagentes especializados
e um microscépio. (CASTRO et al.,, 2010) (HOOVER; RADOLF, 2011) (SMAJS;
NORRIS; WEINSTOCK, 2012)( PEELING et al., 2017).
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A penicilina é a medicamento de primeira escolha no tratamento a sifilis, visto
que o T. pallidum é sensivel a esta droga, ndo havendo relatos de resisténcia (BRASIL
2005). Estudos sugere o tratamento com azitromicina, no entanto, j& foi detectado cepas
de T. pallidum resistentes ao medicamento. O acompanhamento ao tratamento da sifilis,
recomenda-se por testes ndo treponémico a cada 3 meses, durante um periodo de um ano,
se houver reatividade em titulacao decrescente, deve-se manter o acompanhamento a cada
6 meses até se estabilizar (WOODS et al., 2005).

2.6 Diagndstico molecular

O sequenciamento do genoma do T. pallidum em 1998, forneceu novas estratégias
de deteccdo do agente etioldgico da sifilis e possibilidades do diagnostico molecular. A
identificagdo do DNA treponémico através da PCR tem sido empregada atraves de
diversos genes alvos, tais como o gene polA que codifica a DNA polimerase do tipo |,
importante no reparo e replicacdo do DNA e o gene tpp47 que codifica proteinas da
membrana (MARFIN et al., 2001) (GRANGE et al., 2012) (WANG et al., 2018).

A PCR vém sendo utilizada como um método preciso e especifico para o
diagnostico da sifilis. A PCR baseia-se na detec¢do do material genético do patdgeno a
partir de amostras de sangue, soro, liquido cefalorraquidiano e liquido amnidtico. Estudos
confirmaram a deteccdo de DNA de T. pallidum no liquido cefalorraquidiano em
pacientes com neurossifilis infectados pelo HIV (CASTRO et al., 2016).

Um estudo realizado por Scythes et al., 2013, utilizando a técnica da PCR
identificou casos positivos de sifilis e que ndo haviam sido reagentes nos testes
soroldgicos, indicando que esta técnica é promissora para determinar a prevaléncia ou
incidéncia da sifilis em uma populacdo (SCYTHES; JONES, 2013). De acordo com
Shields et al., 2012, a detec¢do do T. pallidum pela técnica da PCR é uma ferramenta
robusta para o diagndstico recente de sifilis priméaria, em especial quando uma resposta
sorolégica ainda precisa desenvolver (SHIELDS et al.,, 2012). Novas técnicas
moleculares como a PCR em Tempo Real, possibilitam a realizacdo de um diagndstico
rapido para a deteccdo do T. pallidum com alta sensibilidade (HEYMANS et al., 2010)

Nas Gltimas décadas varios estudos, tem mapeado a diversidade gendmica de
cepas de T. pallidum isoladas de amostras clinicas. Em 1998, Pillay e o Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), publicou o primeiro método molecular para

identificacdo dos subtipos moleculares do T. pallidum. O método do CDC foi amplamente
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utilizado na caracterizagdo molecular, sendo baseado em dois alvos moleculares. O
primeiro alvo é a determinacgdo dos nimeros de repeticdo de 60pb do gene da proteina de
repeticdo acida (arp) e o segundo alvo baseado na analise do polimorfismo de
comprimento (RFLP) (Restriction fragmente length polymorphism) dos genes tpr da
subfamilia Il (tpr EGJ). Essa diversidade genética revelou 12 subtipos, dentre 63 amostras
de DNA analisadas (PILLAY et al., 1998).

Através do método do CDC, Pillay et al., 2002 analisaram 161 amostras de sifilis
primaria e foram identificados 35 subtipos, (27,3% n=44/161) os quais pertencem ao
subtipo 14d (PILLAY et al., 2002). Em um estudo foram caracterizadas 43 amostras e
identificados 4 subtipos, (70% n=30/43) ao subtipo 14d, (7% n= 3/43) ao 14f, (5%
n=2/43) ao subtipo 14e, e (2% n=1/43) identificado o subtipo 16a, e 16% apresentaram
resultados imparcial (MARTIN et al., 2010).

Em busca de um método de tipagem molecular com maior poder discriminatorio,
(MARRA et al., 2010) examinaram trés alvos genéticos, o genes tprC (tp0117) e tprD
(tp0131) e a analise da regido curta do gene tp0548. O uso desse Ultimo alvo em conjunto
com 0s genes arp e ao gene trpEGJ ja utilizados, melhorou significativamente a
discriminacdo entre as cepas T. pallidum, e permitiu dividir 14 subtipos encontrados pelo
método do Pillay et al., 1998 em 24 subtipos (MARRA et al., 2010). O método Enhanced
ECDC aprimorado, permite a caracterizacdo molecular e 0 monitoramento da prevaléncia
e da distribuicdo geografica das cepas ao longo do tempo e permite determinar quais
novas cepas tém sido introduzidas em areas especificas (SMAJS; NORRIS;
WEINSTOCK, 2012) (MARRA ¢t al., 2010) (CASTRO et al., 2009) (FLASAROVA et
al., 2006).

O método do ECDCT ¢é amplamente utilizado em todo o mundo. No entanto,
novos métodos de tipagem foram continuamente aprimoradas para carateriza¢ao genética.
Em um estudo recente, Grillova et al., 2018, aprimorou o sistema de tipagem, adicionando
0 gene tp0705 aos genes tp0136 e tp0548 e 0 genes 23S rDNA. O novo sistema de tipagem
molecular (MLST) revelou 23 perfis alélicos em 97 amostras analisadas, indicando ser
uma ferramenta importante na caraterizacdo e compreensdo da epidemiologia da sifilis
(GRILLOVA et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como o objetivo identificar o subtipo molecular do

Treponema pallidum subespécie pallidum isolado na regido de Dourados-MS.

3.2 Objetivos Especificos

e Identificar o DNA treponémico nas amostras de sangue e lesdo través da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) para o gene alvo polA,

e Determinar o subtipo de T. pallidum utilizando os pelo método CDC arp, EGJ e
tp0548;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das amostras clinicas

As amostras clinicas foram coletadas de um paciente com suspeita de sifilis
primaria atendida no Hospital Universitario de Dourados, Mato Grosso do Sul, em agosto
de 2016. Apoés a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
foram coletadas amostras de soro, sangue total e lesdo. A amostra de soro foi submetida
ao teste rapido de sifilis (ABON Biopharm, Hangzhou, China) e ao teste Venereal Disease
Research Laboratory (Abbott Murex, Dartford, UK).

4.2 Extragdo de DNA

Para a identificacdo do DNA treponémico foi realizada a extracdo do DNA das
amostras clinicas coletadas (Swab da leséo e sangue total) pelo Kit QIAamp DNA Blood
Mini (Qiagen, Germantown, Maryland, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante.
Posteriormente, as extragbes foram quantificadas (BioDrop, Cambridge, UK) e
visualizados em gel de agarose TBE 0,5x a 1% corado com 100X GelRed (Uniscience,
Sé@o Paulo, Brazil). Apo6s a extracdo da amostra foram armazenadas a -20 °C para

posteriores avaliagdes moleculares.

4.3 Amplificacdo do DNA do gene polA

O ensaio da PCR para a deteccdo do DNA de T. pallidum foi baseado na
amplificacdo do gene polA utilizando primers descritos na Tabela 1. Os primers-F2
primers -R2 foram desenhados utilizando o programa primer3 para gene polA, de acordo
com a sequéncia da cepa Seattle Nichols (nimero do GenBank CP010422.1) e os primers
F1 e R1 (CASAL et al., 2011). O volume final de 25 pL, contendo 30 ng de DNA
genémico, 1 x tampdo de enzima (10 mM Tris-HCI (pH 8.5), 0.2 mM de cada dNTP, 1.5
mM de MgCI, 0.5 umol/uL de cada primer, 1 unidade de Tag DNA Polimerase (Sigma-
Aldrich, USA) e 16 pL de agua ultrapura (Sigma-Aldrich, USA). A reacdo foi submetida
a amplificacdo em termociclador T-100 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), com as seguintes
condicdes de ciclagem: 5 minutos a 94 °C para desnaturacdo do DNA, 1 minuto a 94 °C,
1 minuto de 60 °C para anelamento dos primers, 1 minuto a 72 °C para extenséo, repetidos
por 40 ciclos e a extensdo final de 72 °C durante 5 minutos. Os produtos da PCR foram

analisados em gel de agarose TBE 0,5x a 1,5% corado com GelRed 100X ((Uniscience,
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Sdo Paulo, Brazil). Apds a confirmacdo da amplificacdo, os produtos da PCR foram
purificados utilizando o Kit GFX PCR DNA and gel band purification (GE Heathcare,
USA), seguindo as orientacOes e recomendacdes do fabricante. Os produtos amplificados
purificados foram sequenciados pelo ABI 3730 XL DNA (Applied Biosystems, USA).

Tabela 1. Sequéncias do conjunto de primers utilizados para a amplificagdo do gene polA.

Primers Sequéncia de nucleotideos Tamanho do amplicon
Forward F2 5’-TGCGCACGAAGATAGTGTGT-3’
Reverse R1 5’-AGCAGACGTTACATCGAGCGGA-3’ 131 bp
Forward F1 5’-AGACGGCTGCACATCTTCTCCA-3’
Reverse R1 5’-AGCAGACGTTACATCGAGCGGA-3’ 209 bp
Forward F2 5’-TGCGCACGAAGATAGTGTGT-3’
Reverse R2 5’-TGCTGTTCTGTGCACTCCTT-3’ 691 bp

4.4 Subtipagem molecular do T. pallidum

A tipagem do T. pallidum foi realizada utilizando primers especificos conforme
descrito na Tabela 2 (MARRA et al., 2010), (KATZ et al., 2010), (WU et al., 2012) para
analisar a regido do gene tp0548, o nimero repeticdo de 60 pb do gene arp, o perfil de
polimorfismo pelo RFLP (Restriction fragmente length polymorphism) do gene tpr da
subfamilia 11 (tpr EGJ).

Tabela 2. Sequéncias de primers utilizados para a amplificacao dos genes tp0548, arp, EGJ.

Primers Forward F2 Reverse R2

Tp0548 5 GGTCCCTATGATATCGTGTTCG-3 5 GTCATGGATCTGCGAGTGG -3’
Arp 5-ATCTTTGCCGTCCCGTGTGC-3’ 5-CCGAGTGGGATGGCTGCTTC-3

EGJ -1 5'- ACTGGCTCTGCCACACTTGA-3’ 5'- CTACCAGGAGAGGGTGACGC-3’

EGJ-2 5- CAGGTTTTGCCGTTAAGC-3' 5 -AATCAAGGGAGAATACCGTC-3

A reacdo da PCR para o gene tp0548 foi realizada para um volume final 50 pL,
1x tampéo de enzima (500 mM KCI, 200 mM Tris-HCI [pH 8.4]), 200 mM de cada dNTP
(Ludwig, Brasil), 1,5 mM de MgCl,, 0,6 uM de, 2,5 unidades de Taq DNA Polimerase

(Invitrogen, USA) e agua ultrapura (Sigma, USA) para completar o volume final da
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reacdo. A reacdo foi submetida a amplificacdo em termociclador T100 (Bio-Rad, USA)
com as seguintes condicOes de ciclagem: 3 minutos a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 1
minuto a 95 °C, 1 minuto e 15 segundos a 62 °C e 1 minuto a 72 °C, e 10 minutos a 72
°C. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose TBE 0,5x a
1,5% corado com 100X GelRed (Uniscience, USA). Para a visualizacdo dos fragmentos,
foi utilizado o fotodocumentador L-Pix Touch (Loccus, Brasil). Apos a confirmacédo da
amplificacdo, os produtos da PCR foram purificados utilizando o Kit GFX PCR DNA and
gel band purification (GE Heathcare, USA), seguindo as orientagdes e recomendagdes do
fabricante. Os produtos amplificados purificados foram sequenciados pelo ABI 3730 XL
DNA (Applied Biosystems, USA).

A reacdo da PCR para o genes arp foi realizado em um volume final de 50 pL, 1x
tampéo de enzima (500 mM KCL, 200 mM Tris-HCL [pH 8.4]), 200 mM de cada dNTP
(Ludwig, Brasil), 1,5 mM de MgCl., 0,2 uM de, 1,25 unidades de Taq DNA Polimerase
(Invitrogen, USA) e agua ultrapura (Sigma, USA) para completar o volume final da
reacdo. A reacao foi submetida a amplificacdo em termociclador T-100 (Bio-Rad, USA)
com as seguintes condi¢des de ciclagem de acordo com Korbie et al., 2008, sendo a 3
minutos por 95 °C, seguindo a primeira fase de 15 ciclos de 30 segundo a 95 °C, 45
segundos a 74 °C diminuindo 1°C a cada ciclo e 1 minuto e 30 segundos a 72 °C. A
segunda fase, consiste em 25 ciclos de 30 segundos a 95 °C e 45 segundos a 60 °C e 1
minuto e 30 segundos a 72 °C. E a extensao final a 5 minutos a 72 °C.

Os produtos da touchdown PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose TBE 0,5x a 1,5% corado com 100X GelRed (Uniscience, USA). Para a
visualizacdo dos fragmentos, foi utilizado o fotodocumentador L-Pix Touch (Loccus,
Brasil). Apds a confirmacdo da amplificacdo, os produtos da touchdown PCR foram
purificados utilizando o Kit GFX PCR DNA and gel band purification (GE Heathcare,
USA), seguindo as orientac6es e recomendacdes do fabricante. Os produtos amplificados
purificados foram sequenciados pelo ABI 3730 XL DNA (Applied Biosystems, USA).

O ensaio da Nested PCR para os genes tprEGJ foi realizado em um volume final
de 50 pL, 1x tampdo de enzima (500 mM KCI, 200 mM Tris-HCI [pH 8.4]), 200 mM de
cada dNTP (Ludwig, Brasil), 1,5 mM de MgCl;, 0,3 uM de cada primer (EGJ forward 1
e EGJ Reverse 1), 2,5 unidades de Taq DNA Polimerase (Invitrogen, USA) e agua
ultrapura (Sigma, USA) para completar o volume final da reagdo. A reacdo foi sera
submetida a amplificagdo em termociclador T100 (Bio-Rad, USA) com as seguintes

condicdes de ciclagem: 5 minutos a 94 °C com 40 ciclos de 1 minuto de 94 °C, 1 minuto
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a 60 °C, 2 minutos a 50 segundos, a extenséo final por 10 minutos a 72 °C. Para segunda
reacdo da Nested PCR, foram utilizados os primer (EGJ forward 2 e EGJ Reverse 2),e 1
ML do produto da primeira reagdo da Nested PCR foi submetido a condigdes de reagéo e
ciclagem idénticas as da primeira reacdo. Os produtos da segunda reacdo da Nested PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose TBE 0,5x a 1,5% corado com 100X
GelRed (Uniscience, USA). Para a visualizacdo dos fragmentos, foi utilizado o
fotodocumentador L-Pix Touch (Loccus, Brasil). Apds a confirmagdo da amplificacéo,
0s produtos da segunda reacdo da nested PCR foram purificados utilizando o Kit GFX
PCR DNA and gel band purification (GE Heathcare, USA), seguindo as orientacdes e
recomendagdes do fabricante. Os produtos amplificados purificados foram sequenciados
pelo ABI 3730 XL DNA (Applied Biosystems, USA).
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5. RESULTADOS
5.1 Diagndstico e detec¢do molecular do T. pallidum

O teste réapido de sifilis apresentou resultado reagente e o teste quantitativo ndo
treponémico VDRL apresentou titulagdo de 1:128. A amostra de sangue total e leséo
foram extraidas pelo kit comercial e submetidas a quantificagdo determinando uma
concentracdo média =14,27ng/uL. A identificagdo do DNA treponémico na amostra de
lesdo foi pelo primers 131 pares de bases (pb), 209 pb e 691 pb, conforme demostrado na
figura 1. No entanto, ndo foi identificado amplificacdo de DNA treponémico no sangue
total para os trés alvos analisados.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com GelRed 100X (Uniscience, USA) do produto de
PCR do gene polA amplificado pela PCR. Coluna 1, Marcador de peso molecular DNA Ladder 50 pb
(Ludwig, BRASIL); Coluna 2, Amostra controle negativo; Coluna 3 a 4, DNA extraido de lesdo e

amplificada na PCR; Coluna 5 a 7 DNA extraido de sangue sem amplificacéo.

5.2 Subtipagem do T. pallidum

A amplificacdo do fragmento do gene tp0548, utilizando a sequéncia de primer
tp0548-F/ tp0548- R confirmou a amplificacdo de um fragmento de 344 pb, relatado na
figura 2. Os produtos amplificados do gene tp0548 foram sequenciados pelo ABI 3730
XL DNA (Applied Biosystems, USA) e analisados pelo programa de bioinformatica
Codon Code Aligner (CodonCode Corporation, USA). A analise do gene tp0548
apresentou uma similaridade com a sequéncia do subtipo g, conforme o alinhamento na

figura 3.
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344 bp

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com GelRed (Uniscience, USA) do produto de PCR
do gene tp0548 amplificado pela PCR. Coluna 1, Marcador de peso molecular DNA Ladder 50 kb (Ludwig,
BRASIL); Coluna 2, controle negativo; Coluna 3, amplificacdo do gene tp0548.
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Figura 3. Alinhamento da sequéncia da regido de 131 bp a 215 do gene tp0548 com duas sequéncias do
subtipo “g” depositas no banco de dados de nucleotideos GenBank (PT-SIF0954 e UW074B) utilizando o
programa de bioinforméatica Codon Code Aligner (Codon Corporation Code, USA).

O gene arp contém um namero de repeticdo variavel de 60 pb. A amplificacdo
desta regido foi realizada por meio da sequéncia de primers ARP-F, ARP-R, pela qual
resultou na amplificacdo de um fragmento de 1.003 pb, conforme descrito na figura 4. Os
produtos amplificados do gene arp foram sequenciados pelo ABI 3730 XL DNA (Applied

Biosystems, USA) que correspondeu a 14 repeticdes.
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1003 bp

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com GelRed (Uniscience, USA) do produto de PCR
do gene arp amplificado pela PCR. Coluna M, Marcador de peso molecular DNA Ladder 1 kb (Ludwig,
BRASIL); Coluna 1, controle negativo; Coluna 2, amplificacdo do gene arp.

Na analise realizada nos genes tpr da subfamilia 1l (tprEGJ), foi possivel a
amplificacdo, conforme demostrado na figura 5. No entanto, apresentou algumas
limitacGes para analise do sequenciamento, dificultando a caraterizacdo do gene e a
identificacdo do subtipo estudado, sendo necessarios mais ajustes no protocolo para
determinar o seu subtipo. De acordo com as sequéncias detectadas, identificamos o

subtipo parcial 14 /g em lesdo de sifilis primaria.

1832 bp

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com GelRed (Uniscience, USA) do produto de PCR
do gene EGJ amplificado pela PCR. Coluna M, Marcador de peso molecular DNA Ladder 1 kb (Ludwig,
BRASIL); Coluna 1, controle negativo; Coluna 2, amplificagdo do gene EGJ.
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5. DISCUSSAO

A técnica da PCR vem sendo utilizado amplamente na detec¢do do T. pallidum
em amostras clinicas, especialmente no diagnostico precoce da sifilis priméria em
secrecOes de cancro (ZHOU et al., 2019). Nesse estudo foi utilizado trés conjuntos de
primers para o gene treponémico polA, o qual tem sido relatado como um excelente alvo
para identificacdo molecular do T. pallidum nas amostras clinicas. Identificamos 0 DNA
do T. pallidum na amostra de lesdo de um paciente com sifilis priméaria, com as trés
combinagdes de primers avaliadas. No entanto, a PCR néo foi capaz de detectar o DNA
do T. pallidum nas amostras de sangue total desse paciente. Essas diferencas nas amostras
podem ser explicadas porque na fase primaria a quantidade de T. pallidum é maior nas
lesbes do que na corrente sanguinea do paciente infectado (PINTO et al., 2017).

Em outro estudo, a sensibilidade da técnica da PCR do gene polA foi avaliada em
amostras de lesdes de pacientes em diferentes fases da sifilis, o qual identificou um
namero maior de amostra positivas na sifilis primaria (100% n= 9/9) do que na fase
secundaria (85,7% n=6/7). No entanto, nas amostras de sangue a sensibilidade foi
superior na sifilis secundaria (57,1% n=4/7) em comparacdo a fase primaria (28,6%
n=4/14) (CASTRO et al., 2009). Um estudo mais recente, identificou o T. pallidum
atraves do gene ttp47 em amostras de lesdo na fase primaria com (89,1%, n =49/55) maior
do que na fase secundaria que foram (50,0% n =11/22). Por outro lado, a sensibilidade
em amostras de sangue na fase secundaria foi (38%, n = 26/ 69) maior do que na fase
primaria (13%, n = 8/61) (SHIELDS et al., 2012).

A tipagem molecular permite caracterizar surtos de sifilis, determinar a
diversidade, o mapeamento epidemioldgico e correlacionar associacdes com neurossifilis
e a resisténcia aos antibioticos (FU et al., 2020). Esse método fornece informacdes dos
subtipos genéticos e alteracbes que ocorrem ao longo do tempo entre as cepas de T.
pallidum. O método do Enhanced-CDC ¢ o sistema de tipagem molecular de T. pallidum
amplamente utilizado, sendo baseado na variabilidade genética do gene arp, 0s genes
tprEGJ (PILLAY et al., 1998) e gene tp0548 (MARRA et al., 2010). Nesse estudo foi
identificado o subtipo parcial 14 /g na amostra de lesdo de um paciente com sifilis
primaria. O subtipo 14 d/g foi identificado desde 2004 em Sao Francisco, Seattle e Dublin,
indicando uma conexao entre as cidades (MARRA et al., 2010). A identificagédo do
subtipo com maior prevaléncia em Seattle no periodo de 2001 a 2004 foi o subtipo 14 d/f,

ocorrendo uma mudanga ao longo do tempo pelo subtipo 14 d/g (MARRA et al., 2010),
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(GIACANI et al., 2018). No entanto, o subtipo 14 d/f foi predominantemente detectado
em alguns paises da América do Sul, como na Argentina (GALLO VAULET et al., 2017)
e Peru (FLORES et al., 2016)

O subtipo 14d/g, apresentou uma alta prevaléncia nos paises europeus (MARRA
et al., 2010). Na Dinamarca ha maior prevaléncia do subtipo 14d/g (54,3% n=107/197),
sequido por 14d/f (17,8% n= 35/197) (SALADO-RASMUSSEN et al., 2016). Como
também na Franca 14d/g (69% n=49/71) e 14d/f (27% n=19/71) (GRANGE et al., 2013).
Na Italia 40,8% (n=22/55) das amostras pertencia ao 14d/g (GIACANI et al., 2018). Em
Paris, a distribuicdo temporal do subtipo 14 d/g no periodo de 2005 a 2012 representou
de 0% em 2005 a 100% em 2012. Enquanto o subtipol4d/f permaneceu com menor
incidéncia desde 2005 com 100% até o desaparecimento em 2011 (GRANGE et al.,
2013). No estudo realizado na Dinamarca, observou que pacientes portadores de HIV
apresentavam maior predominancia de reinfecdo com sifilis em relacdo a pacientes ndo
portadores. O subtipo mais prevalente identificado em relacdo a outros subtipos foi o
14d/g (17%), e pacientes homossexuais portadores de HIV foram 81% (SALADO-
RASMUSSEN et al., 2013). A distribuicdo desse subtipo pode significar a ocorréncia de
uma rede transmissao acentuada de infeccdo, principalmente, entre homens que fazem
sexo com homens (HSH) ou em casos clinicos de reinfeccdo (READ et al., 2016)
(TIPPLE et al., 2011). Em um estudo nao foi possivel a identificacdo de um unico subtipo
causadoras da sifilis ocular, e sim pelo menos cinco subtipos (8d/g, 14d/g, 13 /g, 14 /g,
_ e, _ _If, _ _Ig) (OLIVER et al., 2016). A identificacdo de pacientes comumente
infectados com o subtipo 14 d/f apresentam potencial risco de serem diagnosticados com
neurossifilis, por serem mais neuro invasivos e gerar respostas imunologicas do
hospedeiro mais fraca do que outros subtipos (MARRA et al., 2010).

A deteccdo do gene arp equivalente a 14 repeticdes foi identificado em 52% dos
subtipos de T. pallidum analisados (PILLAY et al., 1998). Em um estudo recente, 33%
(n=6/18) das amostras analisadas apresentavam 14 repeticdes (GOMES, 2016) (OLIVER
et al., 2016) . J& para as analises realizadas para os genes tpr da subfamilia Il (tprEGJ),
apresentou algumas limitacbes para analise do sequenciamento, dificultando a
caraterizacdo do gene e a identificacdo do subtipo.

O mapeamento da diversidade de cepas de T. pallidum em diferentes paises,
representa um avanco significativo na capacidade de identificar subtipos e compreender
a epidemiologia molecular da sifilis. Em nosso estudo a identificagdo subtipo parcial 14

_I/g pelo método ECDCT, dentre a qual nos permite a determinacdo da diversidade
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genética de cepas de T. pallidum e correlacionar a associa¢do do subtipo encontrado em
outros estudos no mundo. No entanto, um nimero maior de amostras precisa ser

analisado.
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6. CONCLUSAO

A capacidade de identificacdo do T. pallidum em amostras de lesdo, atraves da
técnica de PCR mostrou ser uma técnica eficiente e com alta sensibilidade na detec¢do
em amostras de sifilis priméria. No entanto, em amostras de sangue total ndo foi possivel
a amplificacdo do gene treponémico. A capacidade de caracterizar subtipos de cepas de
T. pallidum pode ter implicagcBes clinicas importantes, na qual o mapeamento da
diversidade genética entre populacGes permite compreender a conexdes entre diversos
perfis genéticos e a sua capacidade epidemiolégica. Os resultados obtidos neste estudo
possibilitaram identificar o0 DNA treponémico na lesdo de sifilis primaria, bem como
genotipar este isolado. No entanto, se faz necessario avaliar um maior nimero de isolados

para determinar a diversidade dos subtipos circulantes.
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