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DETECCION DE Treponema pallidum subespecie pallidum EN MUESTRAS
CLINICAS PARA EL DIAGNOSTICO DE SIFILIS CONGENITA MEDIANTE LA
UTILIZACION DE VARIANTES DE LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA EN TIEMPO REAL

RESUMEN

La sifilis es una enfermedad sistémica de transmisién sexual, sanguinea, y vertical
(congénita, perinatal y neonatal) causada por la espirogueta Treponema pallidum subsp
pallidum, que se desarrolla en etapas agudas asintomaticas o sintomaticas y puede
llegar a producir infecciones cronicas con secuelas y discapacidades considerables si
no es detectada y tratada oportunamente. La sifilis congénita es un importante
problema de salud publica en Colombia ya que puede conllevar a padecer una
condicién con consecuencias graves y un alto costo humano, social y econémico para

los pacientes.

En el presente estudio, por medio de variantes de la reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (PCR tr y PCR tr-sondaTagman) se evalud la presencia del
gen TpN47 en muestras clinicas para la identificacion de Treponema pallidum subsp

pallidum para comparar la sensibilidad y especificidad de estas variantes.
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De 27 muestras procesadas de sangre total periférica y suero de gestantes y neonatos,
sangre de cordon umbilical y liquido cefalorraquideo, el 48,14% arrojaron resultados
positivos para la PCR tr y el 81,48% para PCR tr-Tagman en comparaciéon con la
técnica serolégica VDRL con una especificidad del 100% para ambas variantes. El
limite de deteccion para la PCR tr y PCR tr-Tagman fue de 4,5 fg y 1,135 fg
respectivamente.

Se puede concluir que el gen TpN47 es una diana molecular promisoria y la variante
PCR tr-Tagman es una herramienta valiosa para el diagndstico de sifilis congénita que

minimiza tanto los falsos negativos como positivos de las técnicas seroldgicas.

Palabras Clave: Sifilis, Sifilis congénita, Treponema pallidum subsp. pallidum. PCR tr,
TpN47
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INTRODUCCION

Las infecciones de transmision sexual (ITS) constituyen la principal causa global de
enfermedad aguda, infertilidad, discapacidad a largo plazo y muerte, con graves
consecuencias tanto médicas como psicologicas para millones de hombres, mujeres y
nifios. (1) Estas infecciones tienen efectos profundos en la salud sexual y reproductiva
de aquellos que las padecen y figuran dentro de las cinco principales razones por las

cuales los adultos buscan atencion médica (2).

En el afio 2016 la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) estimo6 que a diario mas de
1 millén de personas contraen una ITS. También han reportado que anualmente unos
357 millones de personas contraen candidiasis, gonorrea, sifilis o tricomoniasis. Mas
alld del efecto inmediato de la infeccibn en si misma, las ITS pueden tener
consecuencias graves, algunas como el herpes y la sifilis, pueden triplicar o
cuadruplicar el riesgo de contraer VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana). Otra
complicacion derivada de estas, es la transmision de la infeccion al feto que puede dar
lugar a muerte prenatal, muerte neonatal, insuficiencia ponderal al nacer vy
prematuridad, septicemia, neumonia, conjuntivitis neonatal y deformidades congénitas

como es el caso de la sifilis (2).

La sifilis es una infeccion causada por la espiroqueta Treponema pallidum subsp
pallidum, de distribucibn mundial, que afecta anualmente a 12 millones de personas,
con una alta tasa de morbilidad y mortalidad. Esta infeccion es un grave problema
cuando ocurre en la embarazada, ocasionando sifilis gestacional (SG), debido a que se
transmite facilmente al feto ocasionado sifilis congénita (SC) produciendo graves

complicaciones hasta en el 81% de los casos (3).

Aquella sifilis que se diagnostica durante el embarazo, el pos-aborto o el puerperio
inmediato se define como sifilis gestacional, la cual se puede encontrar en cualquiera

de sus estadios, aunque el mas predominante es el latente indeterminado. La sifilis
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congénita se presenta cuando la madre sifilitica transmite la infeccion al feto durante la
gestacion por via hematogeno-transplacentaria o durante el parto por el contacto del

neonato con lesiones en los genitales maternos (4).

La alta frecuencia de SC revela la fragilidad del servicio diagnéstico, tratamiento y
seguimiento de la infeccion por parte de las entidades competentes comprometiendo
asi el control epidemiolégico. En el afio 2012, 900.000 casos de sifilis se reportaron en
mujeres embarazadas, de los cuales 350.000 presentaron complicaciones que
incluyeron casos de muerte prenatal. Aunque existen medidas de control de la sifilis
materna y congénita, aun se presentan dificultades dentro de la red sanitaria para

proporcionar el diagnostico de la infeccion durante el periodo prenatal (5)(2).

Debido a que el agente etiologico de la sifilis, no se puede cultivar en medios
tradicionales, el diagnéstico de laboratorio se hace normalmente por métodos directos
como la deteccion del microorganismo en muestras clinicas por microscopia de campo
oscuro, la muestra empleada para el desarrollo de ésta, es el chancro, el cual es
ausente en los neonatos, por lo que en éstos no se lleva a cabo dicho método,
también es importante resaltar que este es un procedimiento de alto costo y requiere de
personal entrenado, debido a que es necesario identificar y diferenciar al Treponema
pallidum subsp pallidum de otras espiroquetas comensales, o por métodos indirectos
como pruebas seroldgicas; no obstante, éstas Ultimas carecen de sensibilidad y
especificidad, y no proporcionan una caracterizacién adicional de las cepas bacterianas
implicadas. Por lo tanto, los estudios moleculares pueden considerarse métodos
complementarios para el diagnostico certero de la infeccion por sifilis, ya que también

pueden proporcionar informacion de tipificacion y susceptibilidad a los antibioéticos (6).

La identificacion de este patdgeno en tejido neonatal sospechoso o liquidos corporales,
rara vez puede ser llevado a cabo con éxito en el momento del nacimiento o en los
primeros meses de vida, debido a la escasez del microorganismo en dichas muestras y

a la limitada sensibilidad y especificidad de las pruebas de rutina mencionadas
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anteriormente, es por esta razon que se hace imperativo el estudio y la aplicacion de
técnicas moleculares que permitan el diagndstico oportuno de sifilis, especialmente de
SC (7).

El objetivo de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es amplificar un
segmento especifico de ADN de manera exponencial, ya que después de cada ciclo, si
la reaccion se lleva a cabo con méxima eficiencia, se duplica la cantidad de ADN
existente. La PCR en tiempo real (PCR tr) es una metodologia mas robusta y
ampliamente utilizada en investigacion bioldgica, ya que puede detectar y cuantificar en
un vial cerrado, cantidades muy pequefias de secuencias especificas de &cidos

nucleicos, sin necesidad de realizar procedimientos posteriores como la electroforesis

(8).

La PCR tr puede identificar la presencia o ausencia de un patdgeno, proporciona
informacion sobre la carga en que se encuentra el mismo y aporta informacion valiosa
para suministrar el tratamiento. (9) Ademas, es una técnica rapida y precisa que limita
los falsos positivos que se obtienen en las pruebas no treponémicas, o falsos negativos
causados en su mayoria por el efecto prozona especialmente en mujeres
embarazadas, pacientes VIH positivos con bajos recuento de células T CD4 y con alta
carga treponémica. Adicionalmente, esta técnica optimizada, puede llegar a reducir los

costos por muestra y no es dependiente de la subjetividad del operario (10).

La tecnologia de ADN recombinante ha permitido la purificacion de antigenos
treponémicos como el TpN15, TpN17, TpN47 y TmpA, su clonacion y expresiéon han
llevado al desarrollo de pruebas inmunolégicas y moleculares como la PCR (11).Estos
antigenos han sido utilizados como dianas moleculares en diferentes estudios para la
identificacion de Treponema pallidum subsp pallidum en diferentes especimenes

biolégicos.
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En el presente estudio se evaluo la utilidad clinica de la PCR tr utilizando el gen TpN47,
gue codifica una proteina integral de membrana e inmundégeno dominante de
Treponema pallidum subsp pallidum ya que en estudios previos dicho gen arrojo
resultados promisorios en la deteccidén del agente etiologico de la sifilis con 78,4% de
sensibilidad (10). Ademas, se contd con la utilizacion de la sonda tagman 47 REMA con
el objeto de aumentar la sensibilidad y especificidad de esta técnica molecular para

luego comparar los resultados de las dos variantes de PCR tr.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Comparar la utilizacion de la PCR en tiempo real con y sin el uso de la sonda tagman
47 REMA en la deteccion de Treponema pallidum subsp pallidum en muestras clinicas

para el diagnéstico de sifilis congénita.

Objetivos especificos

e Validar la utilizacion del gen TpN47 para la identificacion de Treponema

pallidum subsp pallidum en diferentes muestras clinicas.

e Comparar la especificidad y sensibilidad de la PCR en tiempo real con y sin

el uso de sonda tagman 47 REMA.

e Correlacionar los resultados obtenidos con el origen y tipo de muestra.
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ANTECEDENTES

Grimprel y colaboradores en 1991; plantearon el diagndstico de SC como un desafio
clinico, debido a que el serodiagnéstico de esta patologia tiene limitaciones
significativas. Ellos desarrollaron y aplicaron la PCR para la deteccién de Treponema
pallidum en material clinico relevante para el diagnéstico de SC. Los materiales clinicos
incluyeron liquidos amnidticos, sueros neonatales y liquidos cefalorraquideos (LCR)
neonatales. La PCR fue 100% especifica para T. pallidum en comparacion con la
prueba de infectividad del conejo (RIT) y sensible para todos los materiales clinicos
ensayados. Para los fluidos amnidticos, la PCR fue 100% sensible cuando se
correlacion6 con el RIT, pero tuvo una menor sensibilidad cuando se aplicé a sueros o
LCR, que tipicamente contienen concentraciones muy bajas de treponemas. La

sensibilidad combinada de la PCR para todas las muestras clinicas fue del 78% (7).

En el mismo afio, Jennifer Burstain y colaboradores publicaron un articulo en la revista
de Microbiologia Clinica, en este estudio se amplific6 una porcion de 658 pb del gen
tpp47 y se probaron los productos de PCR mediante hibridacion ADN-ADN con un
fragmento de 496 pares de bases (pb) interno al ADN amplificado. El ensayo detecto
aproximadamente 0,01 pg de ADN de T. pallidum purificado, y se obtuvo resultados
positivos de forma rutinaria a partir de suspensiones de treponemas calculadas para
contener 10 o mas organismos, y de algunas suspensiones calculadas para contener
un Unico organismo. Se detecté ADN de T. pallidum en suero, LCR y fluidos amniéticos

de pacientes con sifilis, pero no en controles no sifiliticos (12).

En 2011 se realiz6 un estudio retrospectivo sobre mujeres reactivas a VDRL con
resultados letales de embarazo. A partir de sangre y suero se amplifico el gen polA por
PCR en el 72.7% (24/33) de las muestras, es decir, en el 80% (8/10) de las mujeres
gue tuvieron un aborto espontaneo, en el 57.9% (11/19) de aquellos cuyo hijo nacio

muerto y en el 71.4% (5/7) de aquellos cuyo hijo naci6 vivo y murié después del parto

(5).
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En 2012 se realizé un ensayo de PCR anidado (nPCR) amplificando el gen tpp47 de T.
pallidum de muestras de hisopados de Ulceras y sangre. Se estudiaron 294 pacientes
con sospecha de sifilis y 35 voluntarios sanos, en general, en el analisis de la PCR de
muestras de hisopados, los resultados fueron altamente concordantes con el
diagnéstico de sifilis, con una sensibilidad del 82% y una especificidad del 95%, sin
embargo, no se evidencio la misma concordancia cuando se evaluaron las muestras de

sangre (13).

En 2014 se publica un articulo titulado” Performance of the 47-kilodalton membrane
protein versus DNA polymerase | genes for detection of Treponema pallidum by PCR in
ulcers” donde se realizé un estudio prospectivo multicéntrico en cinco ciudades
europeas. En este estudio, se probd secuencialmente 272 muestras de pacientes con
Ulceras de transmision sexual utilizando Tp- PCR dirigido a los genes tpp47 y luego
polA. Los dos métodos mostraron precisiones similares y un acuerdo casi perfecto. En
conclusion, confirmaron que Tp-PCR es una herramienta de diagndstico util para las
Ulceras que sugieren sifilis primaria y que los resultados no dependen del gen obijetivo,
lo que sugiere que tpp47 o polA se pueden usar en la practica. La combinacion de los
resultados de los dos Tp-PCR no mejoré drasticamente la utilidad clinica de la prueba
(14).

Rita Castro y colaboradores en el afio 2016, llevan a cabo un estudio cuyo objetivo fue
evaluar los genes 47-PCR y polA-PCR con la técnica PCR para la deteccion del ADN
de T. pallidum en 124 muestras de LCR de pacientes con analisis de sangre reactivos
para sifilis. EI ADN de Treponema pallidum se detectdo en 37 de las 124 muestras
(29,8%) y 30 de 124 (24,2%) muestras con el 47-PCR y polA-PCR respectivamente.
Las sensibilidades fueron 75,8% y 69,7% y las especificidades 86,8% y 92,3%,

respectivamente (15).

Pinilla y colaboradores en un estudio piloto, mediante la amplificacién de una region de
203 pb del gen 16S ADNr del Treponema pallidum subsp pallidum, utiizando PCR
convencional, determinaron que esta alcanzé 10 veces menos sensibilidad que la

obtenida con el gen polA (32 ng vs 3.28 ng) para la deteccion de ADN de la
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espiroqueta, también se comprob6é que afiadiendo una segunda etapa de re-
amplificacion se aument6 la sensibilidad de estos dos genes, en cuanto al gen polA los
resultados muestran que logra una sensibilidad del orden de los nanogramos (ng) por
PCR convencional y de picogramos (pg) por PCR tr; por otra parte con el gen TpN47 se
evidencio una sensibilidad del orden de pg utilizando tanto nPCR como PCR tr y una
especificidad del 100% (16).

En abril del 2017 Pinilla y colaboradores publicaron un estudio titulado “Deteccion de
Treponema pallidum subespecie pallidum para el diagnostico de sifilis congénita
mediante reaccion en cadena de la polimerasa anidada”. La sensibilidad alcanzada por
PCR convencional utilizando el gen blanco TpN47 fue de 52 pg, mientras que con
NPCR la sensibilidad alcanzada fue de 0.52 pg. Se encontré que los primers TpN47 y
polA tienen una especificidad del 100%, también se evidencié que existe concordancia

entre los resultados obtenidos con nPCR y las pruebas serologicas (17).

En 2017 Gama y colaboradores publicaron un estudio donde identificaban el gen polA
utiizando PCR tr a partir de muestras embebidas en parafina que habian dado
resultados positivos para sifilis por inmunohistoquimica lo que les confirmaba el
diagnostico; sin embargo, al utilizar PCR convencional solo el 64.7% de las muestras
fueron positivas, no obstante, cuando las muestras fueron procesadas por PCR tr con

sonda tagman el 100% de las muestras fueron positivas (10).
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MARCO TEORICO

1. Generalidades de la Sifilis

La sifilis es una infeccion crénica generalizada causada por la espiroqueta Treponema
pallidum subsp pallidum,(18) transmitida a través del contacto sexual, ya sea por via
vaginal, anal u oral, o por el contacto directo con las lesiones o heridas humedas, estas
lesiones son conocidas como chancros los cuales son indoloros, por lo tanto si en el
area bucal se encuentra este tipo de heridas, la espiroqueta puede transmitirse a través
de los besos. Esta infeccion es de suma importancia en las gestantes ya que éstas
pueden transmitirla a sus hijos durante el periodo de gestacion o a traves del canal del
parto (19). En el siglo pasado se generé gran preocupacién debido a reportes que
indicaban la transmisién de esta patologia a través de la transfusién sanguinea, en este
caso sus sintomas se presentan de 1 a 4 semanas después de la transfusion con
manifestaciones que corresponden a la sifilis secundaria principalmente acentuada en
las extremidades (20). En otras investigaciones se ha descrito que aunque el agente
etiolégico de la sifilis puede sobrevivir por mas de 5 dias en sangre refrigerada, la
transmision sanguinea es de menor importancia, sin embargo, otros estudios afirman
gue la espiroqueta solo puede sobrevivir entre 24 y 48 horas en condiciones de banco

de sangre (21)(19) por lo tanto, aun no es clara su transmision en este tipo de eventos.

1.1 Patogenia

Treponema pallidum subsp pallidum tiene la capacidad de penetrar en el organismo a
través de las membranas mucosas intactas o a través de heridas en la piel causando la
lesion primaria o chancro, que contiene un gran niumero de espiroguetas demostrables
por microscopia,(20) (22) a partir de alli se disemina por el cuerpo humano a través de
los vasos linfaticos o sanguineos. El periodo de diseminacion varia segun el tamafio
del indculo, con aparicion en minutos en ganglios linfaticos y en pocas horas a todo el
organismo. En la practica, cualquier 6rgano del cuerpo humano puede ser invadido

incluyendo el sistema nervioso central (SNC) y humor acuoso (20).
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La sifilis tiene un periodo de incubacion de 12 a 90 dias (media de 21 dias) (23) y se
clasifica en sifilis temprana y tardia. La sifilis temprana se caracteriza por tener una
duracion corta, aproximadamente de un afio y a su vez se divide en sifilis primaria,
secundaria o latente temprana. Por otra parte, la sifilis tardia tiene mayor duracién e
incluye a la sifilis latente tardia, la sifilis terciaria y la neurosifilis (13) (24).Treponema
pallidum es sensible a la penicilina, por lo que este antibiético es el tratamiento de

eleccion en todas las etapas de la enfermedad.(25)

Periodo de incubacién:
12 a 30 dias

l Sifilis secundaria: 2 3 12 semanas

después de la desaparicion del chancro,

Diseminacion por torrents - sindrome pseudeogripal, linfadenopatias,

sanguineo o viz linfética exantema mucocutineo generzlments

en tronco y extremidades, condiloma
latum.

|

Sifilis latente: 2 2 20 afics | —

Sifilis primaria: Chancro,
linfadenopatizs -
Duracién: 3-3 semanas

A, F

Transmision zl feto l

l Partador
asintomatice |

Lifilis congénita

K 4 ¥
Sifilis terciaria: 3 a 15 afios después
de Iz infeccion inicizl. Ceguera, goma,
neuraosifilis, dafio de los vasos
sanguineos.

| Temprana | | Tardia |

Figura 1: Patogenia de la enfermedad

Fuente: Duran T., Campos L., Pinilla G., Deteccion de Treponema pallidum subsp
pallidum para el diagnéstico de sifilis congénita mediante reaccion en cadena de la
polimerasa anidada

1.2 Sifilis primaria, secundaria y terciaria
La sifilis primaria es altamente contagiosa (21) y se presenta poco después del periodo

de incubacién, inicialmente aparece como una papula en el lugar de inoculaciéon que

rapidamente se erosiona dando lugar al chancro, este se caracteriza por tener un
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diametro de 0.3 a 3 cm, de base limpia e indurada, no exudativo y es poco o nada
doloroso. En los pacientes inmunosuprimidos se pueden presentar multiples chancros y
es precisamente en estas lesiones donde se puede evidenciar la presencia de la
espiroqueta con ayuda del microscopio de campo oscuro. Los genitales externos son
los lugares mas frecuentes donde aparece el chancro, seguidos del cuello uterino,
boca, area perianal, etc. Su resolucion se lleva a cabo de tres a seis semanas, sin
lesion residual (20) (21).

También suele presentarse una linfadenopatia regional que consiste en la inflamacién

moderada de un ganglio linfatico, que no es supurativo (20).

En los pacientes con Ulceras sifiliticas se aumenta el riesgo de contraer la infeccion de
VIH por disrupcion de las mucosas y barreras epiteliales o por la presencia de
macrofagos y linfocitos T CD4 en las ulceras que son las células diana para el VIH
(24)(26).

Figura 2: Chancro sifilitico

Fuente: Contreras E, Zuluaga S, Ocampo V. Syphilis: the Great Mimicker

La sifilis secundaria empieza entre dos y ocho semanas después de la aparicién del
chancro, pudiendo estar éste presente todavia. Se produce en consecuencia a que
Treponema pallidum subsp pallidum se disemina por el torrente sanguineo o por via
linfatica llegando asi a todos los organos y a la mayoria de los liquidos corporales
(20)(26). Dentro de las manifestaciones se pueden encontrar el exantema

maculopapular o pustular, que puede afectar cualquier superficie del cuerpo, siendo
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frecuente su localizacién en palmas de las manos y plantas de los pies, lo cual orienta

el diagnaostico y tiene una duracion aproximada de 8 semanas (20).

La sintomatologia sistémica incluye fiebre, faringitis, anorexia, artralgia y linfadenopatia
generalizada, puede presentarse hepatitis sifilitica, alteraciones del sistema digestivo,
cefaleas y meningismo, sinovitis, artritis y en el 40% de los casos el rifion se ve

afectado debido a la presencia de complejos inmunes (20).

Si durante la fase primaria y secundaria de la enfermedad no se suministra el
tratamiento adecuado, la infeccion entra en la etapa latente temprana, durante la cual
se puede transmitir la infeccion al feto, aunque no se observan manifestaciones clinicas
(26).

Figura 3: Lesiones de la etapa secundaria de la sifilis

Se observan sifilides maculo-papulosas y escamosas.
Fuente: Contreras E, Zuluaga S, Ocampo V. Syphilis: the Great Mimicker

La latencia ocurre después de la desaparicion espontanea y abrupta de las
manifestaciones clinicas de la sifilis secundaria, esta fase puede durar desde unos
pocos hasta 25 afios antes de que se manifiesten las lesiones destructivas de la sifilis
terciaria. Generalmente en este periodo hay ausencia de sintomatologia; sin embargo,
hay progreso de la enfermedad detectandose Unicamente mediante pruebas

seroldgicas (27).
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Este periodo se divide en latente temprano que abarca los primeros 11 meses y latente
tardio. El primero se considera potencialmente infeccioso y normalmente abarca el
primer afio después de la resolucién de la sifilis primaria y secundaria, por su parte el
segundo se caracteriza por el desarrollo de resistencia adquirida (no duradera) contra
la infeccidn. Aunque la fase latente tardia no se considera infecciosa como la latente

temprana, en las dos, las gestantes pueden transmitir la infeccion al feto (21)(27).

La sifilis terciaria es lentamente progresiva y puede afectar cualquier érgano (27).
Usualmente solo afecta al 50% de los individuos enfermos y aparece varios afios
después de la fase secundaria, se caracteriza por la aparicion de lesiones
denominadas “gomas” o “sifilomas”, en tejidos blandos y huesos (21). Esta fase de la
enfermedad representa una reaccion de hipersensibilidad a pequefias cantidades de
Treponema pallidum que crecen y persisten en los tejidos, los sintomas dependen del

lugar donde se presenten estas reacciones (28).

Se ha determinado que tras varios afios o incluso décadas desde el inicio de la
enfermedad, aproximadamente la tercera parte de los pacientes con sifilis latente no
tratada tendra manifestaciones como la neurosifilis tardia (paralisis general o tabes
dorsal), sifilis cardiovascular o sifilis gomatosa. La sifilis cardiovascular se manifiesta
con mayor frecuencia como un aneurisma de la aorta ascendente, insuficiencia valvular

aortica o enfermedad coronaria (29).

Los siflomas corresponden a lesiones reactivas y granulomatosas que si bien
contienen pocas espiroquetas, son el resultado de una exagerada respuesta
inmunoldgica, se pueden considerar lesiones benignas, aunque sin el tratamiento

adecuado pueden afectar gravemente los 6rganos implicados (21).

1.3 Sifilis gestacional y congénita

La mayor importancia que tiene la sifilis para la salud publica es la capacidad que tiene
la mujer gestante de transmitirla a su hijo durante cualquier momento de la gravidez, lo

gque puede originar consecuencias nefastas e incluso la muerte (30).
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La SG es la principal consecuencia de la falla en el sistema de atencién prenatal, asi
como de los programas de control de la sifilis y en general del control de las infecciones

transmitidas sexualmente (31).

1.4 Infeccion fetal

Las espiroquetas pueden atravesar la placenta e infectar al feto (26). La transmision
vertical puede ocurrir en cualquier estadio de la sifilis materna; sin embargo, el riesgo
de transmision es directamente proporcional con la carga treponémica presente en la
circulacién sanguinea de la madre, por consiguiente, la sifilis primaria y secundaria
tienen mayor riesgo de transmisién al producto de la gestacién en comparacion con la

fase latente o terciaria (32).

Segun la ley de Kassowitz, cuanto mas largo es el intervalo entre la infeccion y el
embarazo, mas benigno es el resultado en el bebé. Reportes anteriores sobre la sifilis
en el embarazo informaron un riesgo de transmisiéon del 70% al 100% con sifilis
primaria 0 secundaria no tratada y del 40% con sifilis latente temprana no tratada,
ademas, refieren una tasa de transmisién de hasta 10% con sifilis latente tardia no
tratada, pero no esta claro si la transmision en esta etapa se debe a reinfecciéon o a
recaida ya que no es comun encontrar espiroguetas en sangre materna en la etapa
latente tardia (33).

La SC es la complicacion mas devastadora cuando se trata de sifilis materna o
gestacional (32) sus manifestaciones estan influenciadas directamente por la edad
gestacional, la etapa de sifilis materna, si la gestante recibi6 o no tratamiento y la

respuesta inmunologica del feto (26)(32).

La manera mas comun de transmisién vertical es por via transplacentaria, seguida de
la transmision que se presenta por el contacto del neonato con lesiones durante el
parto vaginal. La mayoria de los bebés se infectan en el Utero después del cuarto mes
de gestacion, no obstante, la infeccion puede ocurrir desde la novena semana (33).

Aproximadamente el 40% de los embarazos en mujeres con sifilis infecciosa (primaria,

secundaria o latente precoz) provocan la muerte fetal. Los bebés o infantes sin
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tratamiento con infeccion severa en el Gtero pueden presentar ceguera, sordera y

secuelas neuroldgicas, alteraciones dentales y ortopédicas (33).

Dentro de las complicaciones en el embarazo derivadas de la infeccién treponémica se
puede identificar, la restriccion del crecimiento intrauterino, hidrops fetal no-inmune,
mortinatos, partos a pre-término y abortos espontaneos, estos Ultimos generalmente

después del primer trimestre (32)(26).

Dentro de las causas mas comunes de muerte fetal se encuentran la infeccion de la
placenta y la reduccion del flujo sanguineo que conlleva a la poca oxigenacion del feto.
Durante los primeros 4 afios de enfermedad de una mujer no diagnosticada ni tratada,
el riesgo de infeccion fetal es del 70%, en estos casos el 35% de los fetos infectados
nacen vivos con SC y el bajo peso al nacer puede ser el Unico signo de infeccién. De

hecho, alrededor del 60% de los nacidos vivos son asintomaticos al nacer (26).

La SC ha sido clasificada en sifilis congénita temprana y sifilis congénita tardia. En la
primera los signos aparecen en los primeros 2 afios de vida y son el resultado de la
infeccidén activa y la inflamacién, por su parte, en la sifilis congénita tardia los signos
aparecen en las dos primeras décadas y corresponden a malformaciones o estigmas
gue representan las cicatrices inducidas por lesiones iniciales de la temprana o puede
ser el resultado de la inflamacion crénica. Una vez se ha presentado la infeccion fetal,
cualquier érgano del cuerpo puede verse afectado debido a la diseminacion de las

espiroquetas (26).

Se puede sospechar de SC en aquellos infantes nacidos de madres con sifilis activa y
no tratadas, tratadas inadecuadamente o aquellas gestantes que fueron tratadas cuatro
semanas antes del parto; infantes con signos y sintomas de SC; nacidos muertos sin
evidencia de otras patologias y serologia de la madre positiva o desconocida en el
momento del parto (33).

A excepcion de la lesion primaria que no se presenta en la SC debido a que la infeccion
involucra la placenta y la transmision al feto es hematdgena, todos los demas cambios

patoldgicos ocurren igual que en la forma adquirida (34).
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1.4.1. Sifilis Congénita Temprana

Hace referencia a las manifestaciones clinicas que se presentan durante los primeros
dos afios de vida, algunas de ellas pueden ser detectadas en el momento del
nacimiento. La hepatoesplenomegalia se presenta hasta en el 50% de los casos y la
ictericia hasta en el 33% y es secundaria a la hepatitis; la rinitis puede conllevar a una
laringitis manifestada como llanto afénico, las lesiones dseas son muy frecuentes en
esta etapa cuando la enfermedad no es tratada. La osteitis, periostitis y osteocondritis
se presentan en el 80 a 90% de los casos y generalmente requieren estudios

radiolégicos para su demostracion (34).

El cuanto al compromiso del SNC puede presentarse hasta en el 60% de los pacientes,
pudiendo pasar desapercibida desde el punto de vista clinico, detectandose
Unicamente mediante estudio del LCR cuya principal caracteristica es la pleocitosis,
ademas de un VDRL reactivo. Otros hallazgos incluyen la hidrocefalia leve, progresiva
y comunicante, puede haber paralisis de nervios craneales, con compromiso del par VIl
mas frecuentemente, pero puede afectar el par Ill, IV y VI. Las manifestaciones
oculares incluyen coriorretinitis en sal y pimienta, glaucoma, uveitis y cataratas
(34).(ver tabla 1)

1.4.2. Sifilis Congénita Tardia

Son malformaciones o estigmas causados por la inflamacion o escaras asociadas a la
infeccion en la fase temprana. Se presentan después de los 2 afios de vida y pueden
ser prevenidas cuando se suministra tratamiento adecuado durante el embarazo o

durante los primeros tres meses de vida extrauterina (34).

En cuanto a la sifilis congénita tardia es raro que se presente y cursa con vasculitis
sifilitica que puede dar lugar a anomalias dentales (dientes de Hutchinson), queratitis

intersticial es la manifestacion ocular tipica y la sordera nerviosa se produce en un 3%
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de los casos. Estas manifestaciones se denominan triada de Hutchinson. En pocos

casos de observa hidrocefalia y convulsiones, entre otros (26).(ver tabla 1)

Tabla 1: Manifestaciones y secuelas de la sifilis congénita

Manifestaciéon
Clinica

Sifilis Congénita Temprana

Sifilis Congénita Tardia

Megalias

La hepatoesplenomegalia se
presenta hasta en el 50% de los
casos.

Manifestaciones

Anemia, Coombs negativo,
leucopenia o reaccion leucemoide,
trombocitopenia con petequias y

hematolégicas | pdrpura ocurre en
aproximadamente 30% de los
pacientes.
Se presenta entre la primera | Puede llevar a la destruccion

Rinitis

semana y el tercer mes de vida. se
caracteriza por descarga mucosa
(alta carga treponémica) que se
vuelve progresivamente mas
profusa y ocasionalmente es
sanguinolenta

del cartilago nasal que se
conoce como nariz en silla
de montar.

Manifestaciones
mucocutaneas

El exantema maculopapular. Otra
forma de lesion cutanea es el
pénfigo sifilitico y los condilomas
gue se presentan en areas de
mayor temperatura corporal como la
regién perianal o perioral.

Lesiones Oseas

La osteitis, periostitis y
osteocondritis se presentan en el 80
a 90% de los casos.
Pseudoparalisis de Parrot

Frente olimpica, la tibia en
sable, el engrosamiento de
la unidén esternoclavicular
(signo de Higouménakis) y
las articulaciones de Clutton
caracterizadas por sinovitis
con hidrartrosis.

Manifestaciéon
renal

El Sindrome  Nefrético que
generalmente se presenta entre los
2 a 3 meses de vida.
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Manifestaciones
oculares

Coriorretinitis en sal y pimienta,
glaucoma, uveitis, cataratas.

Queratitis intersticial puede
llevar a glaucoma u
opacidad corneal.

Alteraciones
Auditivas

Sordera uni
vértigo.

o bilateral y

Alteraciones en
la denticion

Dientes de  Hutchinson
(anomalias de los incisivos
centrales superiores)
y Molares en mora.

Compromiso del

Pleocitosis, hidrocefalia leve,

Retardo mental,

33% de los casos y es secundaria a
la hepatitis.

Neumonitis, neumonia alba,
miocarditis, pancreatitis, diarrea por

SNC pardlisis de nervios craneales. hidrocefalias, convulsiones,
anomalias de pares
craneales incluyendo
ceguera y sordera.

Otras La ictericia se presenta hasta en el | Es poco frecuente las

escaras lineales que se
vuelven fisuradas o
ulceradas y reciben el
nombre de ragadez.

malabsorcién debido a inflamacion
y fibrosis a nivel del tracto genital.

Fuente: Gonzalez B, Barbosa. M autoras del presente trabajo. Modificado de Sifilis
congénita Maribel Rivera

2. Agente etioldgico

El género Treponema contiene especies tanto patdégenas como no patdgenas. Los
patégenos humanos causan cuatro treponematosis: sifilis (T. pallidum subsp pallidum),
pian o frambesia (T. pallidum subsp pertenue), sifilis endémica o bejel (T. pallidum
subsp endemicum) y la pinta (T carateum). Los treponemas no patdégenos pueden ser
parte de la flora normal del tracto intestinal, la cavidad oral o el tracto genital. Estas
espiroquetas no pueden distinguirse por criterios morfoldégicos, antigénicos o
bioguimicos por lo que su diferenciacion se debe basar en ubicacion geografica, lo

mecanismos de transmision y las manifestaciones clinicas (35).
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Los treponemas son organismos helicoidales en forma de sacacorchos que miden de 6
a 15 um de largo y de 0,1 a 0,2 um de ancho, no logran una adecuada coloracion con
tintes de anilina. Cuando estan vivos son demasiado delgados para ser vistos con
microscopia de luz convencional, asi que solo pueden visualizarse mediante el uso de
microscopia de campo oscuro. Treponema pallidum subsp pallidum exhibe una
motilidad caracteristica que consiste en una rotacion rapida alrededor de su eje

longitudinal, contracciones flexulosas y movimiento helicoidal (35)(36).

Treponema pallidum subsp pallidum es un microorganismo exigente que muestra
rangos optimos de pH y temperatura de 7.2 a 7.4 y 30 a 37 ° C respectivamente. Se
inactiva rapidamente por el calor moderado, el frio, la desecacion y la mayoria de los
desinfectantes. Se considera microaeroéfilo ya que carece de enzimas que detoxifcan
las moléculas de oxigeno como catalasa y oxidasa y se multiplica por fision binaria. El
tiempo de duplicacion in vivo es de aproximadamente de 30 horas. A pesar de los
intensos esfuerzos , ninguno de los treponemas patdogenos se han cultivado con éxito
in vitro debido a que no realizan el ciclo de los acidos tricarboxilicos y la cadena de
transporte de electrones, por tanto, no tienen una forma eficiente para producir energia
(ATP) y dependen de las células hospedadoras para la obtencién de todas las purinas
y pirimidinas (35)(37).

2.1 Taxonomia

El Treponema pallidum es una espiroqueta Gram negativa clasificada dentro del
dominio bacteria, filo Spirochaete, clase Spirichaetes, orden Spirochaetales y la familia
Spirochaetaceae, en el género Treponema y especie pallidum (36). La familia

spirochaetaceae también incluye el género Leptospira y Borrelia.
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2.2 Estructura

La composicibn de Treponema pallidum subsp pallidum (peso seco) es de
aproximadamente 70 % de proteinas, 20 % de lipidos y 5 % de carbohidratos. Su
composicion lipidica es compleja y consta de varios fosfolipidos como la cardiolipina
(35).

En cada extremo del microorganismo en el espacio periplasmico se fijan filamentos
axiales o endoflagelos que median la movilidad y adherencia en la célula huésped. Su
membrana exterior se constituye principalmente por fosfolipidos y una concentracion
baja de proteinas. Esta caracteristica fisioldgica sumada al tiempo lento de
multiplicacion in vivo, puede explicar su habilidad para persistir en el huésped
infectado. También contiene una capa de peptidoglicano y es sensible a los agentes

beta-lactamicos como la penicilina (23).

2.3 Virulenciay Componentes Antigénicos

En cuanto a la virulencia del Treponema pallidum subsp pallidum, los principales

factores se relacionan con las siguientes caracteristicas:

1. La capacidad del microorganismo para transitar por diversas mucosas e invadir
el cuerpo del hospedero.
Su movilidad tipo "sacacorchos”, que promueve el cruce de las capas tisulares.

3. Su capacidad para atravesar placenta.

La membrana externa de la espiroqueta participa en uno de los procesos mas
importantes de la patogénesis e inmunidad, contribuyendo en la adherencia de las
células hospederas y sirviendo como blanco de los anticuerpos opsonizantes
respectivamente. Por otro lado, este microorganismo posee una membrana externa
poco inmunogénica, hecho que es necesario analizar, puesto que contribuiria a su

prolongada permanencia dentro del hospedero (23).
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Finalmente, la diseminacion se lleva a cabo gracias a la capacidad de las bacterias
para producir hialuronidasa que degrada la sustancia basal de diversos tejidos
humanos y de esta manera pueden penetrar las monocapas de células endoteliales y

las membranas intactas, este hecho constituye un factor virulencia fundamental (23).
2.4 Genoma

La secuencia de ADN gendémico de Treponema pallidum subsp pallidum (Nichols),
comprende un cromosoma circular de 1.138.006 pb que contienen 1041 marcos de
lectura abiertos (ORFs), es decir codifica 1041 proteinas, no contiene elementos
extracromosomales y tiene una composicion de base G + C del 52,8% (38)(39).
Unicamente el 52% de los genes tienen funciones asignadas, el 27% funciones

desconocidas y el 17% presenta similaridad con otras especies de bacterias (39).

Al caracterizar genéticamente las cepas de Treponema pallidum pueden ser divididas
en dos grupos: como cepas Nichols y como cepas SS14, estas cepas fueron
secuenciadas completamente en 1998 y 2008 respectivamente y con esta
secuenciacion se confirma mucha de la informacién experimental anterior a la era
genomica (40)(39).

Treponema pallidum cepa Nichols presenta pocas proteinas de superficie ya que solo
posee 22 genes de codifican para ellas, en comparaciéon con los 105 de Borrelia
burgdorferi, su genoma también revela la falta de genes de lipopolisacaridos, tal es el
caso de la endotoxina que es habitual encontrarla en la membrana externas de las

bacterias Gram negativas y son la principal causa de fiebre e inflamacion (39).
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2.4.1 Gen TpN47

Se han utilizado varios genes de Treponema pallidum para su deteccibn mediante
PCR. Estos incluyen tpf-1, BMP, tmpA y tmpB y el gen de la proteina de membrana de
47 kDa, la mayoria de las funciones de estos genes son desconocidas o pobremente

caracterizadas (41).

Dentro de los genes mas utilizados que se han empleado como herramienta molecular
diagnéstica en los ultimos afos, se encuentra el gen TpN47, que codifica para el
inmunégeno dominante o lipoproteina de membrana de 47 kDa. En estudios previos se
ha determinado una sensibilidad y especificidad promisoria utilizando este gen como

diana molecular (16).

Aunque algunos han planteado la hip6tesis de que la proteina de 47 kDa estéa implicada
en la sintesis de la pared celular y se espera que se conserve en espiroquetas

relacionadas, la funcion exacta del antigeno de 47 kDa no esta clara (41).

3. Inmunologia

3.1 Respuesta Inmune

Aunque Treponema pallidum carece de lipopolisacéridos (LPS), posee numerosas
lipoproteinas proinflamatorias que activan eficazmente a varias células del sistema

inmunoldgico incluidos los monocitos, macréfagos, linfocitos y células endoteliales (21).

La sifilis venérea despierta una fuerte respuesta inmune humoral y celular; (39) aunque
en la actualidad no se ha descrito el tipo de célula que da inicio a la respuesta inmune,
las células dendriticas (CD) (como las células de Langerhans de la epidermidis) son las
primeras en detectar antigenos en la piel y en las membranas mucosas, siendo estos

los lugares tipicos de la primoinfeccion (42).
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Durante la agresion por antigenos extrafios, las CD inmaduras en los tejidos
periféricos, capturan antigenos a través de fagocitosis y pinocitosis lo que conlleva a la
liberacion de lipoproteinas microbianas que interactdan con receptores celulares tales
como el CD14 (receptor de lipopolisacéridos de macréfagos) y luego, por accién de las
citoquinas estas células maduran mientras migran a los nédulos linfaticos, este proceso
hace que la capacidad para la fagocitosis se vea reducida mientras aumenta la
capacidad para presentar antigenos. Una vez en los ganglios linfaticos las CD inducen
una respuesta primaria de células T antigeno especifica. Posteriormente las células T
activadas migran al sitio de deposicién del antigeno. Bajo estas condiciones, las CD
actian como un centinela importante entre el entorno externo y el sistema inmune del
huésped, y sirven como la interfaz celular para la transicion a la respuesta inmune
adaptativa (42)(43)(44).

Para dar inicio a una respuesta de células T antigeno especifica, se destacan las
células Thl (sin que ello excluya la participacion de las Th2) las cuales, junto con su
patrén de citocinas (IL-2, INF-y e IL-12), promueve la activacion de macrofagos y la
destruccion bacteriana en la sifilis temprana. En cuanto a la sifilis tardia, se piensa que

los linfocitos Thl sustentan la inmunidad hacia las infecciones (45).

Por su parte, la inmunidad humoral en la sifilis confiere proteccién pasiva, inhibe la
adherencia e invasion de T. pallidum en cultivos celulares, potencia la fagocitosis por
macrofagos e induce la acciébn bactericida del complemento dependiente de

anticuerpos (46).

3.2 Mecanismo de Evasién

Algunas de las caracteristicas que presenta Treponema pallidum para evadir la
respuesta inmunoldgica del huésped son su exclusiva arquitectura molecular y su
capacidad para recubrirse con proteinas u otras sustancias propias del hospedero,
tales como la fibronectina, las inmunoglobulinas IgG, la glucosa y la transferrina (47).

En cuanto a la arquitectura del microorganismo una gran capsula (periplasto) de
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mucopolisacaridos recubre a los antigenos superficiales impidiendo su deteccion
inmunologica y complementario a esto, tiene algunas proteinas de baja

inmunogenicidad (21).

4. Epidemiologia

La sifilis se encuentra dentro de las principales causas de enfermedad en la mayoria de
los paises de América Latina; su situacién epidemioldgica a nivel mundial ha cambiado
en los Ultimos afios ya que su incidencia se ha incrementado en lugares donde se le
consideraba bajo control, como en algunas regiones de Europa oriental y occidental
(30).

Se estima que cada afio mas de 5 millones de casos nuevos de sifilis se presentan en
todo el mundo y la mayoria de las infecciones ocurre en paises en via de desarrollo,
donde la infeccién es endémica y la infeccion congénita es frecuente. En los paises de
ingresos mas elevados la infeccion se presenta primordialmente en los sectores
marginados, aquellos con un acceso deficiente a la atencidn en salud, o en las minorias

raciales, étnicas y sexuales (29).

El resurgimiento periédico de la sifilis ha sido atribuido a la falta de continuidad de las
medidas de control sanitario y epidemiolégico, al cambio en las conductas de riesgo
(como el consumo de cocaina, crack, promiscuidad, entre otros) crecimiento
demografico, disminucién de la inmunidad parcial a la infeccidén del huésped y a fallas

en el diagnostico oportuno (29).

Epidemiol6égicamente, la sifilis ha estado estrechamente asociada a la infeccion por el
VIH. Las ulceras genitales sifiliticas estan densamente infiltradas con linfocitos (las
principales células objetivo de la infeccion por el VIH) y asi proporcionan una puerta de
entrada para la adquisicion del VIH y un foco para su transmision (y la de la sifilis) a
otros (29).
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4.1 Sifilis Congénita

La sifilis persiste como un problema de salud publica afectando a mas de 12 millones
de personas cada afio de las cuales 2 millones corresponden a mujeres embarazadas
a pesar de existir un tratamiento eficaz, econémico y de facil acceso. (48)(49) Se
calcula que puede haber aproximadamente 459.108 casos de SG en la region de las
Américas (exceptuando EE.UU. y Canadd), dando lugar cada afio de 164,222 a
344,331 casos de SC (49). Existen regiones en Colombia consideradas endémicas
para la sifilis venérea, que reflejan una alta incidencia de SG alcanzando el 1,6% de las
gestantes. En el afio 2010, el Valle del Cauca reportd una incidencia de 5.4 casos de
embarazadas infectadas por 1000 nacidos vivos, datos que ubican al departamento

dentro de los mas afectados de este pais.(48)

En la mayor parte de estos casos, la infeccion es transmitida al feto entre las semanas
16 y 28 de gestacion y conlleva a un prondstico fatal en el 30-50% de casos. La
probabilidad de transmision al feto durante el periodo de gestacion en la sifilis materna
primaria es de 70% Yy en la secundaria es de 90% a 100%. Esta probabilidad tiende a
disminuir en la fase latente temprana y tardia alcanzando porcentajes de 30% y 20 %

respectivamente (50).

En Colombia, la SC y SG son de notificacion obligatoria, y las cifras reportadas por el
Sistema de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA) son de las mas alarmantes en
Latinoamérica y el Caribe. En el 2011 Colombia report6 2,9 casos de sifilis
congénita/1000 nacidos vivos, un valor que es casi seis veces mayor a la meta
estipulada por la Organizacibn Panamericana de Salud (OPS) en su Plan de
Eliminacion de Sifilis Congénita. Departamentos como el Valle del Cauca, Bogota,
Antioquia y Cordoba son los lugares que reportan mayor niumero de infectados. Segun
el Instituto Nacional de Salud (INS) la SC ha pasado de 1,3 a 2,5 casos por mil nacidos
Vivos, Y la gestacional de 1,3 a 5,4 en los ultimos 10 afios (51)(52).
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En Colombia es dificil conocer con exactitud la magnitud real de esta problemética en
salud publica debido a que el subregistro es elevado, por ejemplo los casos de
mortinatos y abortos asociados a esta enfermedad no se incluyen dentro de las

estadisticas epidemioldgicas (52).

En la siguiente grafica se puede observar que las entidades territoriales con mayor
razén de prevalencia de sifilis gestacional son: Buenaventura, Quindio, Magdalena,

Choco y Arauca (ver figura 4).
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Figura 4: Prevalencia de sifilis gestacional en Colombia, semana epidemioldgica 52 de
2017

Fuente: SIVIGILA, Instituto Nacional de Salud, Colombia, 2017

En la siguiente gréafica se puede observar que las entidades territoriales que mas casos
notifican son: Bogot4 D.C, Valle del Cauca, Antioquia, Narifio y Magdalena (ver figura
5).
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Figura 5: NUumero de casos de sifilis gestacional notificados en Colombia, semana
epidemioldgica 52 de 2017

Fuente: SIVIGILA, Instituto Nacional de Salud, Colombia, 2017
5. Diagnostico

El diagnostico de sifilis se basa en las manifestaciones clinicas, la observacion directa
del microorganismo y en pruebas seroldgicas. La deteccion de la sifilis a través de la
presentacion clinica es altamente subjetiva y compleja ya que sus sintomas pueden
confundirse con otras patologias y ademas depende de factores tales como la
integridad de la historia clinica, la presencia de lesiones y la experiencia del médico.

Debido a que Treponema pallidum subsp pallidum no ha podido ser cultivado
facilmente o tefiido con simples tinciones de laboratorio, otros métodos se han
desarrollado para identificar la infeccion en sus diversas etapas. Estas pruebas han
sido clasificadas en 4 categorias: (i) examen microscépico directo, utilizado cuando las
lesiones estan presentes; (ii) pruebas no treponémicas, utilizadas para el cribado; (iii)
pruebas treponémicas que son confirmatorias; y (iv) deteccion directa de antigeno
utilizada actualmente en entornos de investigacion y como estandar de oro para

evaluacion de las pruebas (53).
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5.1 Pruebas directas

El dnico método util para aislar Treponema pallidum es la prueba de inoculacion en el
conejo (RIT). Sin embargo, esta requiere de disponibilidad de animales vivos y tiempo
prolongado asi que dada su dificultad y peligrosidad sélo se practica en laboratorios de

referencia especificos y de investigacion (54)(55).

La microscopia de campo oscuro es Util para evaluar las lesiones cutaneas humedas
como el chancro de la sifilis primaria o los condilomas planos de la sifilis secundaria,
esta técnica no puede ser usada en Ulceras orales o anales ya que es dificil diferenciar
Treponema pallidum subsp pallidum de otras espiroquetas que puedan estar presentes
en dichas cavidades por lo que se requiere de personal entrenado. (56) Se ha
estimado una sensibilidad del 74- 86% y especificidad del 97% aunque ésta es
dependiente del operario, su sensibilidad se puede ver disminuida si la lesion es tratada

con antisépticos (57).

La prueba de anticuerpos fluorescentes directos a Treponema pallidum (DFA-TP), se
lleva a cabo con anticuerpo policlonal antitreponémico conjugado con fluoresceina en
frotis obtenidos de lesiones sospechosas.(56) Esta técnica no requiere organismos
méviles y es mas sensible y especifica que la de microscopia de campo oscuro pero es
técnicamente mas exigente y mas costosa, ademas la sensibilidad de ambas técnicas
puede ser afectada por el tiempo y la condicion de la lesién y si esta ha sido o no
tratada (57).

5.2 Pruebas seroldgicas

El diagndstico presuntivo de sifilis se lleva a cabo mediante pruebas serolégicas no
treponémicas como Laboratorio de Investigacion de Enfermedades Venéreas (VDRL) y

Reagina Plasmatica Rapida (RPR) y por pruebas que detectan anticuerpos
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treponémicos como la absorcién de anticuerpos treponémicos fluorescentes (FTA-Abs)

y Hemaglutinacion de Treponema pallidum (TPHA) (5).

La infeccidn sifilitica provoca la aparicién de dos tipos de anticuerpos, los anticuerpos
anti lipidicos o “reaginicos” que no son especificos de esta patologia y anticuerpos
antitreponémicos especificos que puede cuantificarse mediante las pruebas no
treponémicas y treponémicas respectivamente. Ambas son positivas en las personas
que presentan cualquier tipo de infeccion treponémica, incluidos el pian, la pinta y la

sifilis endémica (56).
5.2.1 Pruebas no treponémicas

Los anticuerpos dirigidos contra antigenos fosfolipidicos de la superficie del Treponema
pallidum crean reaccidon cruzada con antigenos de cardiolipina, un componente de las
membranas celulares y tejidos de los mamiferos. Los ensayos de floculacion vy
aglutinacion que detectan estos anticuerpos fosfolipidicos (RPR y VDRL) han sido
desarrollados como test de tamizaje no especificos, que se caracterizan por ser
simples, rapidos, economicos y tienen mediana especificidad y sensibilidad Unicamente
en la infeccion temprana, ademéas ayudan a monitorear la efectividad del tratamiento.
Su mayor desventaja es que no pueden ser usados en sangre total, ademas, pueden
arrojar resultados falsos positivos y falsos negativos. Los resultados falsos negativos
pueden ocurrir en exceso de anticuerpos (conocido como el fenbmeno prozona), la
reactividad cruzada también se presenta por otras treponematosis (57). Otras pruebas
gue se utilizan con menos frecuencia son la prueba sérica con azul de toluidina sin
calentar (TRUST), prueba sérica reaginica sin calentamiento (USR) y la prueba de
deteccidon de reaginas (RST), en todas ellas, los anticuerpos se detectan mediante la
floculacién microscoépica (VDRL y USR), o macroscopica (RPR, TRUST y RST) de la
suspension antigénica (56).
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5.2.2 Pruebas Treponémicas

Las pruebas treponémicas tales como Hemaglutinacibn de Treponema pallidum
(TPHA), Prueba de particulas de Treponema pallidum (TPPA) y la absorcion de
anticuerpos treponémicos fluorescentes (FTA-ABS) son usadas para confirmar las
pruebas no treponémicas positivas; son pruebas costosas, requieren equipos
especiales y conocimientos técnicos, por lo tanto, no estan ampliamente disponibles y
solo son utilizadas en laboratorios de referencia. Los falsos positivos pueden ser
ligeramente mas bajos que en los test no treponémicos, estas pruebas no son
utilizadas como tamizaje debido a que no muestran sensibilidad en la infeccién primaria
temprana, los anticuerpos treponémicos persisten toda la vida haciendo que estos test
sean menos Utiles como test confirmatorios en areas donde la prevalencia es alta,
ademas no es util para monitorear la efectividad de tratamiento ya que no identifica
infecciones presentes, pasadas o reactivacion (57).
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Tabla 2: Cuadro comparativo de las pruebas diagndsticas para sifilis

DFA-TP: prueba de anticuerpos fluorescentes directos a Treponema pallidum; PCR:
Reaccion en Cadena de la Polimerasa; RPR: Reagina plasmatica rapida; VDRL:
Laboratorio de Investigacion de Enfermedades Venéreas; EIA: Enzimo-inmunoandlisis;
TPHA-PTTA: ensayo de hemaglutinacion de Treponema pallidum; test de particula de
hemaglutinacion; FTA-ABS: Absorcion de anticuerpos treponémicos fluorescentes

Fuente: Rosanna W. Peeling y Ye Htun Bulletin of the World Health Organization, 2004.
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5.3 Pruebas Moleculares

5.3.1 Fundamento de la Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica enzimatica in vitro que amplifica
exponencialmente una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos si
ellos se llevan a cabo con maxima eficiencia. Para ello, se aprovecha la actividad de la
enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en
las células (58). El inventor de esta técnica fue Kary Mullis por la cual se le adjudico el
Premio Nobel de Quimica en 1993, quien utilizé la PCR para la amplificacion del gen de
la b-globina humana (59). En poco tiempo esta técnica ha conseguido ser ampliamente
utilizada no s6lo en el campo de la genética molecular, sino en otras muchas ciencias
ya que aporta gran sensibilidad, reproducibilidad, eficiencia y genera resultados

confiables en poco tiempo y faciles de analizar (58)(59).

5.3.2 PCR en Tiempo Real (PCR tr)

El principio de la técnica se basa en la PCR punto final o convencional, lo que varia es
la forma en cémo se detectan y analizan los productos de la amplificacion. El término
en tiempo real se refiere a que la deteccion de los productos amplificados sucede en
cada ciclo de la reaccion y el término cuantitativo hace referencia a que es posible
cuantificar la cantidad de ADN inicial en la muestra, a diferencia de la PCR punto final,
donde no es posible detectar en tiempo real ni cuantificar la secuencia blanco (58). En
la PCR tr , los procesos de amplificacion y deteccién se producen de manera
simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna accién posterior como la
electroforesis en gel de agarosa. Sumado a esto, mediante deteccién por fluorescencia
se puede medir durante la amplificacion la cantidad de ADN sintetizado en cada
momento, ya que la emision de fluorescencia producida en la reaccion es proporcional
a la cantidad de ADN formado. Esto permite conocer y registrar en todo momento la
cinética de la reaccion de amplificacion (60).

Los termocicladores utilizados para desarrollar esta técnica molecular incorporan un
lector de fluorescencia y estan disefiados para poder medir, en cualquier momento la
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fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realice la amplificacion. Los
sistemas de deteccion por fluorescencia empleados en la PCR tr pueden ser de dos

tipos: agentes intercalantes y sondas especificas marcadas con fluorocromos (60).

5.3.2.1 Agentes Intercalantes

Para aumentar significativamente la emisién de fluorescencia en la PCR se emplea
diversos fluorocromos como el SYBER Green |, que es el mas utilizado en esta técnica
molecular; éste se une al ADN de doble hélice y el incremento de ADN en cada ciclo se
refleja en un aumento directamente proporcional a la fluorescencia emitida. El principal
inconveniente de estos agentes intercalantes es su baja especificidad dado que se
unen de manera indistinta a productos inespecificos o a los dimeros de primers que
son muy frecuentes en la reaccion. Por otro lado, este sistema de deteccion ademas de
ser mas econdémico que las sondas especificas ofrece la ventaja de que la optimizacion

de las condiciones de la reaccioén se realiza muy facilmente.(60)

Las sondas hibridacién estan marcadas con dos tipos de fluorocromos, un donador y
un aceptor. El proceso de activacion y funcionamiento se basa en la transferencia de
energia fluorescente mediante resonancia (FRET) entre las dos moléculas. Las sondas
mas utilizadas son las sondas de hidrélisis, denominadas también sondas tagman, las

sondas moleculares beacons y las sondas FRET.(60)

5.3.2.2 Sondas de Hidrdlisis

Son oligonucleétidos marcados con un fluorocromo en cada extremo: un donador en el
extremo 5’ que emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3’ que
absorbe la fluorescencia liberada por el donador. Este proceso se puede llevar a cabo
si las dos moléculas estan cerca una de la otra, en este caso, el espectro de emision de
la primera se ha de solapar con el espectro de absorcién de la segunda. Mientras la
sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor.

Durante la amplificacion, la sonda se hibrida con su cadena complementaria

desplazandose a lo largo en su accion de sintesis, posteriormente actia la ADN
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polimerasa la cual tiene una actividad 5’ exonucleasa hidrolizando el extremo 5 de la
sonda, lo que produce la liberacion del fluorocromo donador. Ahora, como
espacialmente estan separados ambos fluorocromos el lector capta la fluorescencia
emitida por el donador (60)(ver figura 6).

Figura 6: Mecanismo de accion de las sondas de hidrolisis

A: La sonda Tagman se hibrida con su cadena de ADN complementaria
B: La ADN polimerasa hidroliza el extremo 5” de la sonda Tagman
C: Liberacion del fluorocromo donador y emision de fluorescencia

Fuente: Costa J. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real

5.3.3 PCR en tiempo real en el diagnéstico de sifilis

Al utilizar técnicas de amplificacion genética como la PCR para detectar un agente
infeccioso como Treponema pallidum se mejora la eficacia diagnostica al complementar
los métodos convencionales utilizados (técnicas seroldgicas) que en ocasiones deja
casos sin diagnosticar. La PCR tr para el diagndéstico de sifilis congénita ofrece
ventajas tales como una valoracion y dictamen rapido, precoz y fiable del agente
etiologico para poder iniciar el tratamiento especifico de manera oportuna, resaltando
su capacidad de distinguir facilmente entre Treponema pallidum y Borrelia burgdorferi;

importante debido a que existe reactividad cruzada entre estas dos espiroquetas (61).
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Ademas, el éxito de un tratamiento no solo se basa en un diagndstico etiolégico precoz,
sino también en la determinacién rapida de la sensibilidad del agente causal a los
farmacos antimicrobianos. La PCR tr proporciona un método agil y sencillo para la

identificacion de mutaciones puntuales asociadas con resistencias a los farmacos (61).

La potencial utiidad de esta técnica para el diagnoéstico antenatal es mdultiple
contribuyendo a la rapida identificacion de la enfermedad, ya que de lo contrario podria
conducir a resultados adversos del embarazo con efectos perjudiciales sobre el recién
nacido (62).

Aunque la PCR es una técnica molecular valiosa, es imperativo tener en cuenta que la
contaminacion de los reactivos y muestras en cualquiera de las fases de manipulacion
induce falsos positivos; por otro lado, las condiciones de almacenamiento de las

muestras podrian ser la explicacion de casos de falsos negativos (7).

6. Tratamiento y Prevencion

El farmaco de primera eleccion para el tratamiento de la sifilis en cualquiera de sus
etapas es la penicilina (gestantes y no gestantes) ya que no se ha identificado cepas
resistentes. La finalidad del tratamiento esta dirigida a tratar la enfermedad de la
madre, prevenir la transmision al feto y tratar la enfermedad fetal establecida (63).

Los paciente que deben recibir tratamiento son aquellos que tuvieron contacto sexual
con una o mas personas con sifilis documentada, que presenten positividad en
examenes de observacion directos, evidencia serologica de sifilis reactivas con
pruebas treponémicas y aquellos individuos que luego de ser tratados sigan
presentando titulos elevados (63).

En las pacientes gestantes con alergia a penicilina, los farmacos alternativos como
Eritromicina, Azitromicina, Ceftriaxona no estan recomendados, debido a que no existe
la evidencia suficiente para su uso. Por lo cual dichas pacientes deberian someterse al

protocolo de desensibilizacion para la penicilina (63).
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Tabla 3: Tratamiento de la sifilis gestacional

Estadio de sifilis Tratamiento

Primaria, secundaria, | Penicilina G benzatinica 2.4 millones de unidades via IM (1.2

latente temprana millones en cada region glutea)

Latente tardia, Penicilina G benzatinica 7.2 millones de unidades via IM (2.4
terciaria, latente de millones IM semanal por 3 semanas)

duracion

desconocida

Neurosifilis Penicilina G sddica 18 a 24 millones de unidades diario (3 a 4
millones de unidades cada 4 horas via intravenosa por 10 a 14
dias o Penicilina procainica 2.4 millones de unidades via IM
cada 24 horas mas Probenecid 500 mg via oral cada 6 horas,
por 10 a 14 dias)

Fuente: Samalvides F, Banda C. Sifilis en la gestacion.

En lactantes y nifios con sifilis recién diagnosticada debe examinarse el LCR antes de
iniciar el tratamiento. Los Centros de Control y Prevencion de Enfermedades Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) recomiendan tratar a cualquier nifio con
sifilis congénita tardia con penicilina G cristalina acuosa 50.000 unidades/kg IV cada 4-
6 horas durante 10 dias. Una sola dosis de penicilina G benzatinica 50.000 unidades/kg
IM también se puede dar en la finalizacion de la terapia intravenosa. Alternativamente,
si una evaluacién completa es totalmente negativa y el nifio esta asintomatico, se
puede usar penicilina G benzatinica 50.000 unidades/kg IM una vez/semana 3 dosis.
Muchos pacientes no se vuelven seronegativos, pero si muestran un descenso de 4
veces en el titulo de reaginas. Los pacientes deben ser reevaluados periédicamente
para garantizar que ha ocurrido la respuesta serolégica adecuada a la terapia y que no

hay indicios de recaida (64).
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METODOLOGIA

7. Tipo de investigacion

Cuantitativa descriptiva

8. Poblacion de estudio
Mujeres gestantes y neonatos atendidos en hospitales de tercer nivel de la ciudad de

Bogota.

8.1 Muestra
Mujeres gestantes con diagndstico presuntivo de sifilis y neonatos con diagndstico

presuntivo de sifilis congénita atendidos en hospitales de tercer nivel de Bogota.

9. Controles

9.1 Control Positivo

Exudado de testiculo de conejos infectados con la cepa control Nichols, de la bacteria
Treponema pallidum subsp pallidum. Esta muestra fue proporcionada por el
Departamento de Inmunopatologia de sifilis de la Universidad de Washington Seattle
USA. Los exudados fueron re suspendidos en Buffer de lisis 2X (Tris 20mM pH 8.0,
SDS 0,5% y EDTA 0.1M pH 8.0).

9.2 Control Negativo
Muestras de sangre de pacientes sin sospecha clinica de sifilis y con VDRL no

reactivos y agua ultrapura.

9.3 Control Exégeno
ADN recombinante (gen TpN47). Este fue el patron usado para realizar la curva de

calibracion.
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9.4 Control Endbégeno de extraccion

Se realiz6 amplificacion del gen beta actina a muestras clinicas escogidas
aleatoriamente segun tipo de muestra y amplificacion del gen TpN47 a muestras de
Treponema pallidum subsp pallidum.

9.5 Control Interno de Amplificacion
Se realiz6 infeccion in vitro con 2 ul y 5ul ADN de Treponema pallidum subsp pallidum

a muestras presuntamente positivas y muestras de pacientes no reactivos para sifilis
respectivamente.

10. Muestras Clinicas
Se procesaron 27 muestras. En la tabla niamero 4, se especifica el numero, tipo de
muestra y procedencia.

Tabla 4: Namero de muestras y su clasificacion segun origen y tipo

Tipo de muestras | conidad | codigo| % | Cantidad | Codigo* | % m“efitgis 297
*
Sangre total 8,9,10 o
Periférica 4 yi1 | 148 1 27 37 | 5(185%)
1231 .
Suero 5 3y14 | 185 4 4,56y7| 148 | 9(333%)
SEMTE G EoriE: 0 - 2 3ay12 | 7,40 | 2 (7,40 %)
umbilical
15,16,17,
Liquido 18,19,20, .
Cefalorraquideo 0 i 11 21,22,23, 40,7 | 11(40,7%)
24,25
Total de muestras 27 (100%)

* Codigo numérico asignado a cada una de las muestras

51



11. Extraccién de ADN

11.1 Control Positivo y Muestras Clinicas
Se realizé un pretratamiento con Proteinasa K a concentracion final de 2 ug/ul,
posteriormente se siguieron las indicaciones suministradas en el kit UltraClean® Blood
spin DNA isolation kit MOBIO. (ver anexo A)

11.2 ADN Plasmidico
Se siguieron las especificaciones del kit UltraClean 6 minutes mini plasmid prep kit
MOBIO. Posteriormente se verifico la integridad de ADN por electroforesis y se realizé

cuantificacion por espectrofotometria nanodrop. (ver anexo B)

12. PCR Convencional

Como control enddgeno de extraccion se utiliz6: ADN humano proveniente de las
muestras clinicas y ADN de Treponema pallidum subsp pallidum proveniente de
testiculo de conejo; a estos se les realizé PCR con primers dirigidos al gen beta actina

y al gen TpN47 respectivamente. (ver anexo C)

Las condiciones de amplificacion del producto de 210 pares de bases del gen TpN47

se basaron en ensayos previos estandarizados por Pinilla y colaboradores (16).

En las tablas 5 y 6 se muestran las condiciones de amplificacién y el programa de
ciclaje.

Se utilizé la polimerasa Taqg Flexi DNA Polymerase de Promega; Las reacciones de
amplificacion se llevaron a cabo en el termociclador Maxigene. Los productos fueron
analizados en geles de agarosa tefiidos con GelRed Nucleic Acid stain y se utilizd

patrén de peso molecular (Bioline).

Tabla 5: Condiciones de amplificacion del gen TpN47 por PCR convencional

Reactivos Concentracion Concentracién final | Volumen inicial para
inicial 20 ul
Agua | ... | 10.1uL
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Buffer 5x 1x 4uL
MgClI2 25mM 3mM 2,4uL
dNTPs 10mM 0.2mM 0,4uL
Primer forward 10uM 0.25uM 0,5uL
Primer reverse 10uM 0.25uM 0,5uL
Taq polimerasa 5U/uL 0.025U/uL 0.1uL

ADN T 2ul

Tabla 6: Programa de ciclaje del gen TpN47 por PCR convencional

Fase Temperatura Tiempo Numero de
Ciclos

Denaturacion inicial 94°C 5 min 1
Denaturacion 94°C 30 seg

Hibridacion 62°C 45 seg 35
Elongacion 72°C 45 seg

Elongacion final 72°C 10 min 1
Conservacion 10°C 5 min

12.1 Titulacion del ADN

Se realizaron 6 diluciones seriadas en base 2 por duplicado de ADN de Treponema
pallidum subsp pallidum con una concentracion y cantidad inicial de ADN de 17,84
ng/ul y 35,68 ng respectivamente. Los productos de PCR fueron analizados por

electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.
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12.2 Titulacion de primers
Se realizaron diluciones seriadas por duplicado de los primers TpN47 con las

siguientes concentraciones: 0,125 - 0,15 - 0,20 y 0.25 uM. Los productos de

amplificacion se analizaron en gel de agarosa al 1.5%.

Tabla 7: Caracteristicas de primers TpN47

Nombre Secuencia 5’ 3’ Long | Tm | %GC | Ubicacién en el | Tamafio de
genoma de producto
Treponema
pallidum
TpN47- | GCATTGTCTTAAG | 20 pb | 60- 50 672-692 210 pb
1sifF GCCGTTG 64°C
TpN47- | AAGCAGTCGAGGG | 20 pb | 61°C 55 861-881 210 pb
1sifR TGCAGTA

Fuente: Pinilla G, y colaboradores. Determinacion de los genes, 16S ADNr, polA, y

TpN47, en la deteccion de Treponema pallidum subsp. pallidum para el diagndstico de
sifilis congénita.

12.3 Ensayo de Sensibilidad en PCR convencional

ADN plasmidico: 22.7ng/ul
Se realizaron 5 diluciones seriadas en base 10 del ADN plasmidico partiendo de una

cantidad de ADN de 45,4 ng.

(\(

Puro 1/

1/100

1/1000

([

1/10000 1/100000

Figura 7: Diluciones seriadas en base 10 de ADN plasmidico para ensayo de
sensibilidad por PCR convencional
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13. PCR en Tiempo Real (PCR tr)
Las condiciones para la amplificacion del gen TpN47 se basaron en ensayos previos

estandarizados por Pinilla y colaboradores (16).

Para la deteccion del gen TpN47 por PCR tr se uso el kit GoTag gqPCR Master Mix de
Promega y se llevd a cabo en el Termociclador iQ5 (BioRad). Las condiciones de

amplificacion y ciclaje utilizadas se encuentran en la tabla 8 y 9.

Tabla 8: Reactivos para la amplificacion del gen TpN47 por PCR tr

Reactivos Concentracion Inicial Concentracion Final Volumen Inicial
SYBR® Green 2x 1x 12.5uL
Primer Forward 10 uM 0,14 uM 0,35 uL
Primer Reverse 10 uM 0,14 uM 0,35 uL

DNA - - 2uL
Agua - - 9,8ulL

Tabla 9: Programa de ciclaje para el gen TpN47 por PCR tr

ciclo 1 ciclo 2 ciclo 3 (40 ciclos) ciclo 4 (81 ciclos)
curva melting
Paso 1 Paso 1 Paso 1 Paso 2 Paso 1
50°C 95°C 95°C 62°C 55°C
2 min 3 min 15 Seg 30 seg 30 Seg

13.1 Curva de Calibracién para PCR tr
Se realizaron 8 diluciones seriadas en base 10 de ADN plasmidico partiendo de una

cantidad inicial de ADN de 45,4 ng. Se realizé el montaje correspondiente en el equipo

IQ5, donde se utilizo6 como agente intercalante el SYBR® Green 1X, una vez
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alcanzados los valores adecuados de eficiencia, pendiente y coeficiente de correlacion
para la curva (Eficiencia 100%, pendiente -3,32 y coeficiente de correlacion 0,99), se

procedio a realizar los ensayos con las muestras clinicas.

13.2 Ensayo de sensibilidad en PCR tr
La sensibilidad de la técnica se determin¢ realizando 8 diluciones seriadas en base 10
del ADN plasmidico con una cantidad inicial de 45,4 ng; de esta manera, se conoci6

cual es la minima cantidad de ADN que detecto la técnica.

BYAYAYA'ATATAY

Puro 1;"10 1;"100 1;"1000 1.!"10000 1,,"100000 ]..I'PIOOOOOO 1/10000000 1/100000000

Figura 8: Diluciones seriadas en base 10 de ADN plasmidico para ensayo de
sensibilidad por PCR tr

13.3 Ensayo de especificidad en PCR tr

Se realizé andlisis bioinformético para corroborar la no complementariedad de los
primers con bacterias filogenética y clinicamente relacionadas con Treponema pallidum
subsp pallidum (Treponema denticola, Treponema pallidum subsp pertenue, Borrelia
burdorgferi, Neisseria gonorrhoeae y Haemophilus ducreyi). Adicionalmente se realiza
amplificacion por PCR tr con ADN de bacterias de importancia clinica como

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, y Klebsiella spp.
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14. PCR en Tiempo Real con Sonda Tagman 47 REMA (PCR tr-Tagman)
Tabla 10: Caracteristicas de la sonda Tagman 47 REMA

Sonda Tagman: Oligo 47 sonda Sif

Secuencia 5" CCG TGAACCTTTACGTTC GT 3”
Concentracibn de Gy C 50%
nmol 28.0
Tm (C) 58.4
Modificacion 5” FAM- 3” BHQ1

Las condiciones para la amplificaciéon del gen TpN47 utilizando sonda tagman, se

basaron en el articulo publicado por Gama y colaboradores (10).

Para la deteccion del gen TpN47 por PCR tr se usé la sonda 47 Sif y se llevo a cabo en

el Termociclador iQ5 (BioRad). Las condiciones utilizadas estan estipuladas en las

tablas 11y 12.

Tabla 11: Reactivos para la amplificacion del gen TpN47 por PCR tr-Tagman

Concentracion Inicial Concentracion Final Volumen
Reactivos
Sonda 1uM 0.10 uM 2uL
Master mix 2X 1X 10uL
Primer Forward 10 uM 0,14 uM 0,28 uL
Primer Reverse 10 uM 0.14 uM 0,28 uL
DNA = = 5uL
Agua - - 2.44 uL
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Tabla 12:

Condiciones de amplificacion para el gen TpN47 por PCR tr-Tagman
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 (50 ciclos)
Paso 1 Paso 1 Paso 1 Paso 2 Paso 3
50°C 95°C 95°C 60°C 72°C
2 min 7 min 30 Seg 30 Seg 5 Seg

14.1 Curva de Calibracién para PCR tr-Tagman

Se realizaron 9 diluciones seriadas en base 10 de ADN plasmidico con una cantidad

inicial de 113,5 ng. Se realiza el montaje correspondiente en el equipo 1Q5, donde se

utilizé el kit TagMan Universal PCR Master Mix; una vez alcanzado los valores

adecuados de eficiencia, pendiente y coeficiente de correlacion para la curva,

(Eficiencia 100%, pendiente -3,32 y coeficiente de correlacion 0,99) se procedié a

realizar los ensayos con las muestras clinicas.

14.2 Ensayo de sensibilidad en PCR tr-Tagman

Se realizaron 9 diluciones seriadas en base 10 del ADN plasmidico con una cantidad

inicial de ADN de 113,5 ng, utilizando la sonda tagman 47 REMA; de esta manera, se

conocio cual es la minima cantidad de ADN que detecto la técnica.

Puro 1/10 |

Figura 9: Diluciones seriadas en base 10 de ADN plasmidico para ensayo de

1/100

1/1000 | | 1/10000

sensibilidad por PCR tr Tagman

17100000 | 1/1000000 | | 1,/10000000 | 1/100000000 | | 1/1000000000

58



14.3 Ensayo de especificidad en PCR tr-Tagman

Se realiz6 analisis bioinformatico para corroborar la no complementariedad de la sonda
tagman 47 REMA con bacterias filogenética y clinicamente relacionadas con
Treponema pallidum subsp pallidum (Treponema denticola Treponema pallidum subsp
pertenue, Borrelia burdorgferi, Neisseria gonorrhoeae y Haemophilus ducreyi).
Adicionalmente se realizé amplificacion por PCR tr-Tagman con ADN de bacterias de
importancia clinica como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,

Escherichia coli, y Klebsiella spp.
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RESULTADOS

15. PCR Convencional

Por medio de la PCR convencional se establecen los parametros y condiciones optimas de los
reactivos para llevar a cabo los experimentos posteriores por PCR try PCR tr Tagman.
Adicionalmente se establece la sensibilidad de la PCR convencional para la deteccion del gen
TpN47 para comparla posteriormente con las sensibilidades obtenidas por PCR tr y PCR tr
Tagman.

15.1 Titulacién de ADN

Se considerd que la cantidad 6ptima de ADN para emplear en esta técnica molecular

es 2,23 ng, este valor fue determinado por las bandas observadas en el gel de agarosa.

pb i AT 67 8 0010 pb

Figura 10: Titulacion de ADN de Treponema pallidum subsp pallidum

Electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. Carrril 1. Marcador de peso molecular 100bp
BIOLINE Carril 2 y 3. No hay muestra Carril 4. ADN puro 35,68 ng Carril 5. 17,84 ng
Carril 6. Control negativo agua ultra pura Carril 7. 8,92 ng Carril 8. 4,46 ng Carril 9.
2,23 ng y Carril 10. 1,11 ng
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15.2 Titulacion de los primers TpN47
La concentracion éptima de primers fue de 0,14 uM, este valor fue escogido con base
en las bandas observadas en la electroforesis en gel de agarosa. Esta concentracion

de primers sera utilizada para PCR tr y PCR tr Tagman.

J & 5 10 11 12

pb

00 m—

20—

I

Figura 11: Titulacion de primers TpN47

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Carril 1. Marcador de peso molecular 100bp
BIOLINE. Carril 2 y 3. (sin muestra) Carril 4. Control negativo agua ultra pura Carril 5
y 6. Concentracion 0,25 uM; Carril 7 y 8. 0,20 uM; Carril 9 y 10. 0,15uM Carril 11y
12. 0,125 uM

15.3 Ensayo de sensibilidad por PCR convencional
La sensibilidad alcanzada en la PCR convencional para detectar la presencia del gen

TpN47 fue del orden de los picogramos, el limite de deteccion de esta técnica

molecular fue de 4,54 pg.
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Figura 12: Ensayo de sensibilidad por PCR convencional

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% Carril 1. Marcador de peso molecular 100bp
BIOLINE Carril 2. Control negativo agua ultra pura Carril 3. ADN puro 45400 pg Carril
4. 4540 pg Carril 5. 454 pg Carril 6. 45,4 pg Carril 7. 4,54 pg Carril 8. 0,454

16. PCR en Tiempo Real (PCR tr)

16.1 Curva de calibracion PCR tr
8 Diluciones seriadas de ADN plasmidico con una concentracion y cantidad inicial de
22,7ng/ul y 45,4 ng respectivamente; dicha curva se realizé con el objetivo de conocer

mediante regresion lineal la cantidad inicial de ADN de las muestras clinicas.

Figura 13: Curva de amplificacion del gen TpN47 por PCR tr
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Fluorescencia relativa vs. Numero de ciclo.

Esta grafica evidencia la sefial fluorescente de cada muestra en funcion del namero de
ciclos, las muestras positivas arrojan valores de Ct (ciclo umbral) en un intervalo de 10

hasta 32, por encima de este valor las muestras se consideran negativas.

Curva de calibracion PCR tr

y=-3,3733x + 11,325
R*=0,96915

-6 5 4 =3
LOGARITMO DE LA CONCENTRACION

Figura 14: Curva de calibracion PCR tr

Ct vs Logaritmo de la concentracién del ADN plasmidico

Se obtuvo una eficiencia del 96%, valor de Coeficiente de correlacién (R2) de 0,96 y
una pendiente de -3,373, estos valores proporcionan informacion sobre el
comportamiento de la reaccién, una vez obtenidos estos resultados se realizaron los

montajes con las muestras clinicas.
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Figura 15: Curva melting PCR tr

Se observa la temperatura de disociacion de las cadenas de ADN de Treponema

pallidum subsp pallidum que corresponde a 82°C.

Tabla 13: Resultados de Ct de la curva de calibracion por PCR tr

Muestra Concentracion de Cantidad de Cantidad de Valores de
ADN ng/uL ADN en ng ADN en fg Ct

ADN plasmidico 22,7 45,4 45.400.000 11,17
puro

ADN plasmidico 22,7 454 45.400.000 12,22
puro

Dilucion 107-1 2,27 4,54 4.540.000 13,20

Dilucién 1071 2,27 4,54 4.540.000 12,76

Dilucion 107-2 0,227 0,454 454.000 15,03

Dilucion 101-2 0,227 0,454 454.000 17,91

Dilucion 107-3 0,0227 0,0454 45.400 21,68

Dilucion 107-3 0,0227 0,0454 45.400 21,92

Dilucion 107-4 0,00227 0,00454 4.540 23,10
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Dilucion 107-4 0,00227 0,00454 4.540 24,0
Diluciéon 107-5 0,000227 0,000454 454 27.01
Dilucién 107-5 0,000227 0,000454 454 28,05
Dilucién 107-6 0,0000227 0,0000454 45,4 29,54
Dilucion 107-6 0,0000227 0,0000454 45,4 29,72
Dilucién 10/-7 0,00000227 0,00000454 4,54 30,51
Dilucion 10/-7 0,00000227 0,00000454 4,54 30.92
control negativo - - - 35.33
agua ultra pura

control negativo - - - 36,02

agua ultra pura

16.2 Ensayo de sensibilidad por PCR tr

Se determiné que la sensibilidad de la técnica de PCR tr para detectar la presencia del

gen TpN47 es del orden de los femtogramos. Esta técnica detecto 4,5 fg de ADN

recombinante de Treponema pallidum subsp pallidum.

16.3 Ensayo de especificidad por PCR tr

La especificidad de los primers TpN47 en los montajes experimentales fue del 100% ya

gue no hubo amplificacion del ADN de bacterias de importancia clinica tanto Gram

positivas como Gram negativas.

La especificidad de estos primers también se

corroboré con el andlisis bioinformatico utilizando como plantilla ADN de bacterias

filogenética y clinicamente relacionadas.
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Figura 16: Curva melting del ensayo de especificidad por PCR tr

Se observa la disociacién de las cadenas de ADN de Treponema pallidum subsp

pallidum a una temperatura de 82°C. No se observan picos inespecificos.

Tabla 14: Resultados de Ct del ensayo de especificidad con PCR tr

Muestras valor de Ct Interpretacion

Control negativo N/A Negativo

Control negativo N/A Negativo

Cepa ATCC 12228 Staphylococcus N/A Negativo
epidermidis

Cepa ATCC 35984 de Staphylococcus N/A Negativo
epidermidis

Cepa USA 2 de Staphylococcus aureus N/A Negativo

Cepa 2239 de Staphylococcus aureus 35.03 Negativo

Cepa C478 de Escherichia coli 38,20 Negativo

Cepa 2260 de Klebsiella spp N/A Negativo

Control positivo 24,62 Positivo

Control positivo 22,27 Positivo
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16.3.1 Anélisis bioinforméatico de los primers TpN47

BiDownload ~ GenBank Graphics

Treponema pallidum subsp. pallidum strain Seattle Nichols genome
Sequence ID: CP010422 1 Length: 1139844 Number of Matches: 1

Range 1: 624754 to 624773 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits({20) 0.30 20/20{100%) 0/20{0%) Plus/Flus
we N 2
Sbjct 624754 GCATTGTCTTAAGGLCCGTTG 624773
BlDownload ~ GenBank Graphics
Treponema pallidum subsp. pallidum strain PT_SIFO877_3 genome
Sequence ID: CP016043.1 Length: 1139139 Number of Matches: 1
Range 1: 624044 to 624063 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits{20) 0.30 20/20{100%) 0/20{0%) Plus/Plus
wen T T 2
Sbjct 624844 GCATTGTCTTAAGGLCGTTG 624863
BiDownload ~ GenBank Graphics
Treponema pallidum subsp. pallidum strain PT_SIF0O751 genome
Sequence ID: CP016046.1 Length: 1139160 Number of Matches: 1
Range 1: 624044 to 624063 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits{20] 0.30 20/20{100%) 0/20(0%) Plus/Plus
we IS 2
Sbjct 624844 GCATTGTCTTAAGGLCCATTG 624863

Figura 17: Andlisis bioinformatico del Primer Forward TpN47
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BiDownload v GenBank Graphics

Treponema pallidum subsp. pallidum strain Seattle Nichols genome
Sequence ID: CP010422 1 Length: 1139844 Number of Matches: 1

Range 1: 624944 to 624963 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits(20) 0.30 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Minus
e NI 2
Spjct 624963 AAGCAGTCOAGGOTGCAGTA 624044

BiDownload v GenBank Graphics

Treponema pallidum subsp. pallidum strain PT_SIFO877_3 genome
Sequence ID: CP016048.1 Length: 1139139 Number of Matches: 1

Range 1: 624234 to 624253 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits(20) 0.20 20/20(100%) 0/20{0%) Plus/Minus
et NI 2
Sbjct 624253 AAOCAGTCGAGGGTGCAGTA 624234

BiDownload v GenBank Graphics

Treponema pallidum subsp. pallidum strain PT_SIF0751 genome
Sequence ID: CP016046.1 Length: 1139160 Number of Matches: 1

Range 1: 624234 to 624253 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits(20) 0.30 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Minus
w2
Spjct 624253 AAGCAGTCOAGGOTGCAGTA 624234

Figura 18: Analisis bioinformético del Primer Reverse TpN47

Treponema denticola ATCC 35405, complete genome
Sequence ID: AEQ1T226.1 Length: 2843201 Number of Matches: 1145

Range 1: 1754835 to 1754846 GenSank  Gmphics W hext Match
Score Expect Identities Gaps Strand
24.3 bits(12) 1.2 12/12{100%) 0/12{0%a) Plus/Flus
Query @ TTAAGGCCGTTG 2@

Sbjct 1754835 TT)L.LK!&JCGTTL 1754846

Range 2: 6778 to 6788 GenBank Graphics W et Match rvicus Match @ First Match
Scare Expect Identities Gaps Strand

22.3 bits{11) 5.2 11/11(100%) 0/11{03%) Flus/Flus

Query TTAAGGCCGTT 19

a
Sbjct G77E __A.-!Génl_éé'l_ G7BE

Range 3: 89268 to BO9278 GenBank G W Next Match ous Match @ First Match
Score Expect Identities Gaps Strand

22.3 birs{11) 5.2 11/11(100%) 0/11(0%) Plus/Flus

Query 2 CATTGTCTTAA 12
Skict BO2ER C.!TT&'I' 'l'lAA B5278

Range 4: 148595 o 14B605 Sonfank Graghics W Next Match gy Frevicus Match g First Masch
Score Expect Identities Gaps Strand
22.3 bits(11) 5.2 11/11(100%) 0/11{0%) Plus/Minus

Query 2 CATTGTCTTAS 12
Sbjct 148625 c-:rl'la TAA 148595

Range 5: 277438 to 277448 Senfank Sraphics W Nout Match & Previous Match @ First March
Score Expect Identities Gaps Strand
22.3 birs{11) 5.2 11/11{100%) 0/11(0%) Plus/Flus
Query 18 TAMGGCCGTTG 2@
Shjct 277438 _ANLl STTG 277448
Range 6: 523643 to 523653 Genfank Graghics W Neut Matcn i Frevicus Match & First Macch
Score Expect Identities Gaps Strand
22.3 birs{11) 5.2 11/11(100%) 0/11{0%) Plus/Minus
Query @ TTAMGGCCGTT 19
Shict 523653 TTAMGGOCGTT 523643

Figura 19: Andlisis bioinformético de primers TpN47 con plantilla de ADN de
Treponema denticola



Range 2: 519823 to 519833 GenBank Graphics W Next Match A Previous Match @ First Match

Score Expect Identities Gaps Strand
22.3 bits(11) 9.7 11/11{100%) 0/11(0%) Plus/Plus
RO 111711111

Spjct 519823 CTTAAGGCCGT 519833

Range 3: 276968 to 276977 GenBank Graphics W Next Match A Previous Match (@ First Match
Score Expact Identities Gaps Strand

20.3 bits(10) 38 10/10{100%) 0/10(0%) Plus/Plus

O 11 (it

Sbjct 276968 TCTTAAGGLC 276377

Range 4: 337096 to 337105 GenBank Graphics W fext Match & Previous Match (@ First Match
Score Expect Identities Caps Strand

20.3 bits(10) 38 10/10{100%) 0/10(0%) Plus/Plus

RO (111111

Spjct 337896 TTAAGGCCGT 337185

Range 5: 666068 to 666077 GenBank Graphics W Next Match A Previous Match (@ First Match
Score Expect Identities Caps Strand

20.3 bits(10) 38 10/10{100%) 0/10(0%) Plus/Plus

Do 1111 11 s

Sbjct 6E6@ES GCATTGTCTT 668877

Range 6: 801007 to 802006 GenBank Graphics W Next Match A Previous Match (@ First Match
Score Expect Identities Gaps Strand

20.3 bits(10) 38 10/10{100%) 0/10(0%) Plus/Minus

S 11 11

Sbjct 882096 CATTGTCTTA 8e1997

Figura 20: Analisis bioinformatico de primers TpN47 con plantilla de ADN de
Treponema pallidum subsp pertenue

Borrelia burgdorferi strain CS1 DbpA (dbpA) gene, partial cds
Sequence ID: DQ437429 1 Length: 567 Number of Matches: 1
»See 2 more tifle(s)

Range 1: 508 to 518 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
22.3 bits(11) 54 11/11{100%) 0/11{0%) Plus/Minus
ey T AT 2

Spjct 518 AGDGTGCAGTA 588

BiDownload ~ GenBank Graphics

Borrelia burgdorferi strain 132a DbpA (dbpA) gene, partial cds
sequence ID: DQ437411.1 Length: 573 Number of Matches: 1
& See 10 more title(s)

Range 1: 514 to 524 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
22.3 bits{11) 54 11/11(100%) 0/11{0%) Plus/Minus
Query 1@ AGG(li'lﬂlil‘CT?'l[»lﬂ i)

Sbjct 524 AGGGTGCAGTA 514

BiDownload +~ GenBank Graphics

Borrelia burgdorferi strain |A decorin-binding protein A (dbpA) gene, complete cds
Sequence ID: AF441834.1 Length: 576 Number of Matches: 1

Range 1: 514 to 524 GenBank Graghics

Score Expect Identities Gaps Strand
22.3 bits{11) 54 11/11(100%) 0/11{0%) Plus/Minus

Query 18 AGGGTGCAGTA 20

[T
Sbjct 524 AGGGTGCAGTA 514

Figura 21: Andlisis bioinformético de primers TpN47 con plantilla de ADN de Borrelia
burgdorferi
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Meizseria gonorrhoeae strain FDAARGOS_205 chromozsome, complete genome
Sequence [D: CPO20418.2 Length: 2232444 Mumber of Matches: 25

Range 1: 1462765 to 1462776 GenBank Graghics W Mext Match
Seore Expect Identities Gaps Strand
24.3 hits(12) 22 12/12[1008%) 0/12(0%) Plus/Plus
Query § CGAGGETGCAGT 19
LI
Sbjct 1462765 CGAGGGTGCAGT 1462776
Range 2: 1785028 to 1785930 GenBank Graghics ¥ Next Match & Previous Mateh § Fiest Match
Score Expect Identities Gaps Strand
24.3 bits[12] 22 12/12(100%) 0/12{0%) Plus/Minus
Query 1 ﬂAGC,lllCFTCGl.T.GG 12
Sbjct 1785838 AAGCAGTCCAGG L17ESSIE
Range 3: 974386 to 074400 GenBank Graphics ¥ Next Match & Previous Mateh § Fiest Match
Seore Expect Tdentities Gaps Strand
22.3 bits[11] 85 14/15(33% ) 0/15(0% Plus/Plus
Query & GTEG.ﬂ&le.lEGTﬁl'{ AGTA @
Sbjcl  STL3EE GTCGAGGGTGTAGTA 974488
Range 4: 1389901 to 1389911 GenBank Graghics ¥ Next Maich & Frevious Match § First Match
Seare Expect Identities Gaps Serand
22.3 bits[11) &5 11/11(100%) 0/11{0%) Plus/Plus
Query 18 .ﬂEGG'i'TCAT'i’A 8
Sbjct 1389981 AGGCTGCAGTA 1389311
Range 5: 131518 to 131527 GenBank Graph ¥ Nest Match A& Previous Matel i First Match
Score Expect Identities Gaps Strand
20.3 bits(10) 336 10/10{100%) 0/10{0%) Plus/Minus
Query 1 AAGCACTCGA 18
I
Sbjct 131527 AAGCAGTCGA 131518
Range 6: 130600 to 130618 GenBank Graphics ¥ Next Match & Previous Mateh § Fiest Match
Score Expect Identities Gaps Strand
20.2 bits(10] 236 10/10(100%) 0/10{0%) Plus/Minus
Query % GAGGGTGCAC 13

LT
Sbjct 13961B GAGGGTGCAG 139689

gonorrhoeae

Figura 22: Analisis bioinformatico de primers TpN47 con plantilla de ADN de Neisseria
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Haemophilus ducreyi strain 35000HP complete genome

Sequence ID: AED17143 1 Length: 1698955 Number of Matches: 1217
498503 ¢ v
Expect Identities Gaps Strand
2.6 11/11(100% 0/11(0%) Plus/Plus
11
Rang 389 402 Gras A &
Expect Identit Gap Strand
203 b 13/14(8 0/14 Plus/Pl

Range 3: 92894 to 9290 ¥ Nex A i
Scor Gaps Str
20.3 b 0/10 Plus/Pl
Range 4: 327334 to 327343 Gra v A a

Expect Identit Gag Strand
20.3 b 10 ¢ 0/10 Plus/Pf

14

Range 5: 459314 to 459323 Genlla Srag V¥ Next Ma A Frevicus Ma i
Sc pect Gap: Strand
20 0 Plus/Pl

Figura 23: Andlisis bioinformético de primers TpN47 con plantilla de ADN de
Haemophilus ducreyi

651 660 670 680 690 700 Ho 120 730 140 750 760 70 780

1 1
gbTpH47 CAGARARACTATCCTCAGTGAGCATTGTCTTARGGCCGTTGGTATTCTCCGTAACGCGGRAGTCTTCCACGARGTGARACTTCTCCTTTGCAATCCCTTTTARTTCATGAGGAACCGCAACTGGGACAAR
prinerR

prinerF GCATTGTCTTARGGCCGTTG Primer Forward
CONSENSUS  ..vvevsrssesrssssrres F Lo o . T .
761 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
1 1
gbTpHd47 CTTCATACCGTGARCCTTTACGTTCGTARTCTTGTATTCCTCGCTGTCAARCCATGARGGAACTCGCGCGATCCGCCARCGCTACTGCACCCTCGACTGCTTCARACTTARTCTCCCCGTCCTCTCCCARA
prinerR TACTGCACCCTCGACTGCTT Primer Reverse
prinmerF
CONSENSUS  orrvnnsrrsssrsssssrssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssrssssrsses tactgcaccobogackgebl, oy isiieisssssssssasssnssssss

Figura 24: Alineamiento de los primers TpN47 en la secuencia del gen TpN47 de
Treponema pallidum subsp pallidum
16.4 Controles negativos en PCR tr
Todas las muestras procesadas consideradas negativas, sin sospecha clinica de sifilis
y con valores de VDRL no reactivas, arrojaron valores de Ct por encima de 32, los

cuales son interpretados como negativos.

16.5 Control interno de amplificacion en PCR tr
Se logré la amplificacion de todas las muestras infectadas en el laboratorio usando

como blanco el gen TpN47. Cabe resaltar que las muestras infectadas en el laboratorio
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usadas en este ensayo, corresponden a muestras que inicialmente arrojaron resultados
negativos con la técnica de PCR tr (muestra 001, 004,006 y 012).
Las muestras 001, 004, 006 y 012 fueron infectadas con 2 uL de ADN de Treponema

pallidum subsp pallidum

Tabla 15: Resultados de Ct de las muestras usadas como control de amplificacion en
PCR tr

Muestra Valor de Ct
Control negativo agua ultrapura N/A
Control negativo agua ultrapura N/A
Muestra no reactivas para VDRL N/A
Muestra no reactivas para VDRL N/A
Muestra no reactivas para VDRL N/A
Muestra 001 infectada en el laboratorio 13,07
Muestra 004 infectada en el laboratorio 13,60
Muestra 006 infectada en el laboratorio 12,89
Muestra 012 infectada en el laboratorio 12,70
Control positivo 21,09
Control positivo 21,80

17. PCR en Tiempo Real con Sonda Tagman (PCR tr Tagman)

17.1 Curva de Calibracién PCR tr Tagman
9 diluciones seriadas de ADN plasmidico con una concentracion y cantidad inicial de
22.7 ng/ul y 113,5 ng respectivamente, esta curva se realizo con el objetivo de conocer

mediante regresion lineal la cantidad inicial de ADN de las muestras experimentales.
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Curva de calibracion PCR tr
con sonda Tagman TpN47

y =-3,7733x + 6,0961
R*=0,97916

-6 -5 -4 -3
LOGARITMO DE LA CONCENTRACION

Figura 25: Curva de calibracion PCR tr Tagman 47 REMA
Ct vs Logaritmo de la concentracion de ADN plasmidico

Se obtuvo una eficiencia del 96% y un valor de Coeficiente de correlacion (R2) de 0.97
y una pendiente de -3,7733; estos valores proporcionan informacién sobre el
comportamiento de la reaccién, una vez obtenidos estos resultados se realizaron los

montajes con las muestras clinicas.

Tabla 16: Resultados de Ct de la curva de calibracion en PCR tr Tagman

Muestra Concentracion de Cantidad de Cantidad de valores de
ADN ng/ul ADN en ng ADN en fg Ct
ADN plasmidico 22,7 113,5 113.500.000 4.88
puro
ADN plasmidico 22,7 113,5 113.500.000 4,70
puro
Dilucion 1071 2,27 11,35 11.350.000 7,86
Dilucién 1071 2,27 11,35 11.350.000 8,14
Dilucién 10/-2 0,227 1,135 1.135.000 12,15
Dilucién 107-2 0,227 1,135 1.135.000 12,56
Dilucion 107-3 0,0227 0,1135 113.500 15,12
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Dilucién 107-3 0,0227 0,1135 113.500 15,98
Dilucién 10"-4 0,00227 0,01135 11.350 18,53
Dilucion 10"-4 0,00227 0,01135 11.350 18,19
Dilucién 107-5 0,000227 0,001135 1.135 19,60
Dilucién 107-5 0,000227 0,001135 1.135 20,77
Dilucién 10"-6 0,0000227 0,0001135 113,5 23,79
Dilucion 10"-6 0,0000227 0,0001135 113,5 23,72
Dilucién 107-7 0,00000227 0,00001135 11,35 25,03
Dilucién 107-7 0,00000227 0,00001135 11,35 24,40
Dilucién 107-8 0,000000227 0,000001135 1,135 26,69
Dilucién 107-8 0,000000227 0,000001135 1,135 27,30
control negativo - 30,55
agua ultra pura

control negativo - 31,65
agua ultra pura

17.2 Ensayo de sensibilidad PCR tr-Tagman

Se determin6 que la sensibilidad de la técnica de PCR tr con la utilizacion de la sonda
Tagman 47 REMA para detectar la presencia del gen TpN47 alcanza el orden de los
femtogramos, el limite de deteccion de esta técnica fue 1,135 fg de ADN recombinante

de Treponema pallidum subsp pallidum.

17.3 Ensayo de Especificidad PCR Tagman

La especificidad de los primers alcanzada en los montajes experimentales con la
técnica de PCR tr-Tagman es del 100%, ya que no se observa amplificaciéon con ADN
de bacterias de importancia clinica tanto Gram positivas como Gram negativas

utilizadas en el ensayo. La especificidad también fue corroborada mediante analisis

74



bioinforméatico, utilizando plantillas de ADN de bacterias filogenética y clinicamente

relacionadas.

Tabla 17: Resultados de Ct del ensayo de especificidad en PCR tr Tagman

Muestras valor de Ct Interpretacion

Control negativo N/A Negativo

Control negativo N/A Negativo

Cepa ATCC 12228 Staphylococcus N/A Negativo
epidermidis

Cepa ATCC 35984 de Staphylococcus N/A Negativo
epidermidis

Cepa USA 2 de Staphylococcus aureus N/A Negativo

Cepa 2239 de Staphylococcus aureus N/A Negativo

Cepa C478 de Escherichia coli N/A Negativo

Cepa 2260 de Klebsiella spp N/A Negativo

Control positivo 16,02 Positivo

Control positivo 15,42 Positivo
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17.3.1 Anélisis bioinformatico de la sonda Tagman 47 REMA

Treponema pallidum subsp. pallidum strain PT_SIFOSTT_3 genome
Sequence |0 CP018048.1 Length: 1128132 Number of Matches: 1

Range 1: 624160 to 624179 SenBank Graphics

Score

Expect Identities Gaps Strand
40,1 bies(20) 0.2 20/20[100%) 0/20(0%) Plus/Flus
Query 1 COGTGAACCTTTALGTTCGT 28

Ebjct  G241se EEGI'(UU!LJE TTJL.(I;HIIGT £24179

BiCownload ~ GenBank Graphics

Treponema pallidum subsp. pallidum strain PT_SIF07S1 genome
Sequence |D: CP018045.1 Length: 1128180 Mumber of Matches: 1

Range 1: 624160 to 624179 Sendank Graphies

Scare Expect Identities Gaps Strand
4.1 bies{20) 0.2 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Flus
Query COOTGAACCTTTACGTTCGT 28

Ebjct  G24lce EEGI'(UU!LJE TTJL.(L'HIIGT 624179

BCownload ~ GenBank Graphics

Treponema pallidum subsp. pallidum strain PT_SIF1343 genome
Saquence I0: CPO18088.1 Length: 1128152 Mumber of Matches: 1

Range 1: 624157 to 624176 SenBank Graphics

Scare Expect Identities Gaps Strand
40,1 bies{20) 0.2 20/20(100%) 0/20{0%%) Plus/Flus
Query 1 COOTGAACCTTTALGTTCGT 28

Ebjct 624157 I:I:Gl'ﬁuull,él: TT)L.(L'HEET E24176G

BiCownload ~ GenBank Graphics

Treponema pallidum subsp. pallidum strain PT_SIF1299 genome
Saquence ID: CPO18088.1 Length: 1128137 Mumber of Matches: 1

Range 1: 624161 to 624180 SenBank Graphics

Score Empect Identities Gaps Strand
40,1 bics{20) 0.20 20/20[100%:) 0/20{0%) Plus/Plus
Queary COOTGAACCTTTACGTTCGT 28

Ebjct 624181 EELTI'(UIJLJE TTJL.(H'IEGT 24188

Figura 26: Analisis bioinformatico de la Sonda Tagman 47 REMA



Treponema denticola ATCC 35405, complete genome

Sequence ID: AEQ17228.1 Length: 2843201 Number of Matches: 925

Range 1: 1652749 to 1652762 k Graph W Nt Match
Score Expect Identities Gaps Strand
28.2 bits{14) 0.024 14/14(100%) 0/14[0%) Plus/Plus
Query 1 COGTGAACCTTTAC 12

Sbjet 1652749 ccH’éuccTrl'u 1652762

Range 2: 438235 to 438246 Genfank Grphics ¥ Next Match & Frevicus Match @ First Masch
Score Expect Tdentities Gaps Strand

24,3 birs(12) 1.3 12/12(100%) 0/12{0%) Flus/Flus

Query & BACCTTTACGTT 17

shjet 438235 AAELIH“u:uTT 438246

Range 3: 614250 to 614260 Genfan Grghics

W hewt Match & Previous Mazch @ Fist Masch

Scare Expect Tdentities Gaps Strand
22.3 bits{11) 5.2 11/11(100%) 0/11{0%) Plus/Plus
Query 1 CCOTGAACCTT 11

Shjet 514258 CC CTT 614268

Range 4: 1167208 to 1167308 e

a0k Gmphics

W Next Match A Frevious Match @ First Masch

Scare Expect Tdentities Gaps Strand
22.3 birs(11) 52 11/11({100%) 0/11(0%) Plus/Plus
Query 4 TGAACCTTTAC 14

Sbjet 1167298 Tumé TTAL 1167388

Range 5: 1223861 to 1223871

W fiswe Maten s Match ) First Match

Scare Expect Identities Gaps Strand
22.3 bits{11) 3.2 11/11{100%) 0/11(0%) Plus/Plus
Query 1 CCETGAACCTT 11

Sbjet 1223861 cc-H'U-lccTT 1223871

Range 6 1419977 to 1419987

W nextMan A Frevious azch @ First masen

Scare Expect Identities
22.3 birs{11) 5.2 11/11(100%)

Gaps Strand
0/11{0%) Pluz/Plus

Quer GTGRACCTTTA 13

sbjcl 1418877 GT-LU«(! TTTA 1419987

de Treponema denticola

Range 3: B5698 to B570

W Nextbatch & Previous Masch R First Mateh

Scare Expect Identities Gaps Strand
22.3 birs(11) 2.0 11/11(100%) 0/11(0%) Plus/Flus
Query 2 CGTRAACCTTT 12

sbjet  BS6SE Eurumé 1T Es7ed

Range 4: 235139 to 235149 Gensiank Granhics W NextMann A Frevicas Matn @ First Mann
Tcore Expect Tdentities Gaps

22.3 bits(11) 2.0 11/11(100%) 0/11(0%)

Query 1 COGTGAACCTT 11

Sbjet 235139 EELTHJqu'T 235149

Range 5: 283533 to 283543 Gonfiank Sraphics W NextMatcn A Frevicas Match @ First Match
Score Expect Tdentities Gaps Strand

22.3 bits(11) 2.0 11/11(100%]) 0/11(0%) Plus/Plus

Query 1 COGTGAACCTT 11

Shjet 283533 CCH CTT 283543

Range 6: 1056080 to 1056090 ¢

W nost atcn s Match @ First Masch

Score Expect Tdentities Gaps
22.3 bies(11) 2.0 11/11(100%) 0/11{0%)
Query CTTTACGTTCE 19

Sbjct 1856088 CFHM-“CG 1856898

Range 7: 216176 to 216190 Gorsank Sragh

W Nextbatch & Previous Masch R First Mateh

Scare Expect Identities Gaps Strand
22.3 bits(11) 2.0 14/13(93%) 0/15(0%) Plus/Minus
Query & BACCTTTACGTTEGT 28

shjet 21619 AAEH'HLCEEKL 216176

Range 8: 413097 to 413107 Gengienk Grashics

¥ nest manen yicas wasen @ First masen

Scare Expect Tdentities Gaps Strand
22.3 birs(11) 2.0 11/11(100%) 0/11(0%) Plus/Mi
Query 2 CGTGARCCTTT 12

sbjet 413187 EGT&UMH“T 413897

Range 9: 741263 to 741273 Gendank

W nextiann A Frevious masen R First macen

Score Expact Tdentities
22.3 bies(11) 2.0 11/11(100%)

Gaps
0/11{0%)

Figura 28: Andlisis bioinforméatico de la sonda Tagman 47 REMA con
de Treponema pallidum subsp pertenue

Figura 27: Andlisis bioinformatico de la sonda Tagman 47 REMA con plantilla de ADN

plantilla de ADN
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Borrelia burgderferi 287 235 ribosomal RMA (mlB), 55 ribosemal RNA (rrfB), 233 ribosomal RMA (rrl&), and 55 ribosomal RMA {rrfA) genes, complete sequence
Sequence |0 JX5564536.1 Length: 5381 Mumber of Matches: 2

Range 1: 2146 bo 21509 GenBank  Graphics W Mext Match
Scare Expect Identities Gaps Strand
28.2 hits{14) 0.85 14/14(100%) 0/14{0%) Plus/Plus

Quary 1 COOTRAACCTTTAL 14
Sbkjct 2146 CEGTGLMJ TTAC 2159

Range 2 5391 to 5404 GenBank  Graphics A Frevicus Match 6 First Masch
Score Expect Identities Gaps Strand
28,2 birs{14) 0.85 14/14(100%) 0/14(0%) Plus/Flus

Quary 1 COGTRAACCTTTAL 14
Sbjct 5381 CCOT TTAC Saes

B Cownload ~ GenBank Graphics

B burgdorferi 235 rRNA, 55 rRNA and 235 rRNA genes
Sequence ID: X85745.1 Length: 2083 MNumber of Matches: 1

Range 1: BE6 to BOD Go
Scare Ewpect Identitizs Gaps Strand

28,2 bits{14) 0.85 14/14(100%) 0/14(0%) Pluz/Flus

ank Graphics

Quary 1 COGTGAACCTTTAD 14

Sbict BEE JCG'GALI.J‘H'AC 3]

Figura 29: Analisis bioinformatico de la sonda Tagman 47 REMA con plantilla de ADN

de Borrelia burgdorferi

Meisseria gonorrhoeae strain FDAARGOS_207 chromosome, complete genome
Sequence ID: CPO20410.2 Length: 2189300 Mumber of Matches: 24

W hext Match

Range 1: 206213 to 206226 Gondank ¢

Score Expect ies Gaps Strand
28.2 bits(14) 1.3 14/14{100%) 0/14{0%) Flus/Flus
Query 1 COOTGAACCTTTALD 14
Sbjct 2096213 CCGI'ME_TTM 296226
Range 2: 518755 to 518768 Gensans Graphics W Mext Match 4 Frevicus Match @ First Match
Score Expect Ldentities Gaps Strand
28.2 bits(14) 1.3 14/14{100%) 0/14{0%) Flus/Flus
Query 1 COGTGAACCTTTAD 14
Sbjct S1ETSS CCGI'ME_TTM S18T7GE
Range 3: 683578 to 683501 Gensans Graphics W Mext Match 4 Frevicus Match @ First Match
Score Expect Ldentities Gaps Strand
28.2 bits(14) 1.3 14/14{100%) 0/14{0%) Flus/Flus
Query 1 CCOTGAACCTTTAL 14
Sbjct GE3ISTE CCGI'ME_TTM GE3591
Range 4: 1054561 to 1054574 GenSank  Gaphics W Mext Match 4 Frevicus Match @ First Match
Score Expect ILdentities Gaps Strand
28.2 bits(14) 1.3 14/14{100%) 0/14{0%) Flus/Flus
Query 1 COGTCAACCTTTAC 14
Sbjct 1854561 CE&'I'&L'LCET]'I’M 1854574
Range 5: 1117112 bo 1117122 GenSank Gmphics W Mext Match 4 Frevicus Match @ First Match
Score Expect Identities Gaps Strand
22,3 bis{11) 83 11/11(100%) 0/11{0%) Plus/Flus
Query 3 OTGRACCTTTA 13
Sbjct 1117112 GTMJ__T-E 1117122
Range 6: 374165 to 374175 Gensans Graghics W Mext Match 4 Frevicus Match @ First Match
Score Expect Tdentities Gaps Strand
22,3 bis{11) 83 11/11(100%) 0/11(0%) Plus/Minus
Query 5 GAACCTTTACG 15
Sbjct 374175 GAALC ACG 374165

Figura 30: Andlisis bioinforméatico de la sonda Tagman 47 REMA con plantilla de ADN

de Neiseseria gonorrhoeae
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gbTpHd7?
prinerR
Sonda
prinerF
Consensus

gbTpHd7?
prinerR
Sonda
prinerfF
Consensus

Haemophilus ducreyi strain 35000HP complete genome
Seq AED17143.1 Length: 1698955 Number of Matches: 1217

Figura 31: Andlisis bioinformético de la sonda Tagman 47 REMA con plantilla de ADN
de Haemophilus ducreyi

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

I I
CAGARARACTATCCTCAGTGAGCATTGTCTTAAGGCCGTTGGTATTCTCCGTARCGCGGGAGTCTTCCACGARGTGARACTTCTCCTTTGCARTCCCTTTTAATTCATGAGGARCCGCAAC TGGGACARR

781 730 800 810 820 830 840 850 860 870 880 830 900 910

I I
CTTCATACCGTGAACCTTTACGTTCGTARTCTTGTATTCCTCGCTGTCAARCCATGAAGGAAC TCGCGCGATCCGCCARCGCTACTGCACCCTCGACTGCTTCARACTTARTCTCCCCGTCCTCTCCCARA
TACTGCACCCTCGACTGCTT| Primer Reverse
CCGTGAACCTTTACGTTCGT | Sonda Tagman 47 REMA

..................................................................................................................................

Figura 32: Alineamiento de los primers TpN47 y sonda Tagman 47 REMA en la
secuencia del gen TpN47
17.4 Control Negativo en PCR tr-Tagman
Todas las muestras procesadas consideradas negativas, sin sospecha clinica de sifilis
y con valores de VDRL no reactivas, arrojaron valores de Ct por encima de 30, las

cuales son interpretados como negativos.

17.5 Control de amplificacién en PCR tr-Tagman

Se logré la amplificacion de todas las muestras infectadas en el laboratorio usando

como blanco el gen TpN47. Las muestras infectadas en el laboratorio usadas en este
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ensayo, corresponden a muestras que inicialmente arrojaron resultados negativos con
la técnica de PCR en tiempo real con sonda Tagman (muestra 001, 003a, 014 y 018).
Las muestras 001, 0033, 014 y 018 fueron infectadas con 2 uL de ADN de Treponema
pallidum subsp pallidum

Tabla 18: Resultados de Ct de las muestras usadas como control de amplificacion en la
PCR tr Tagman 47 REMA

Muestra Valor de Ct
Control negativo agua ultrapura N/A
Control negativo agua ultrapura N/A
Muestra no reactivas para VDRL N/A
Muestra no reactivas para VDRL N/A
Muestra no reactivas para VDRL N/A
Muestra 001 infectada en el laboratorio 11,92
Muestra 003a infectada en el laboratorio 10,49
Muestra 014 infectada en el laboratorio 9,92
Muestra 018 infectada en el laboratorio 10,23
Control positivo 10,46
Control positivo 12,27

18. Valores de Ct

Para PCR tr los valores de Ct considerados como positivos son los valores que se
encuentran por debajo de 32 y para la PCR tr-Tagman son aquellas muestras con
valores de Ct menores a 30, esto es debido a la mayor sensibilidad y especificidad

lograda con la sonda de hidrolisis.

Tabla 19: Comparacion de la sensibilidad entre las variantes de PCR

4540 fg 4,5 fg 1,135 fg
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Tabla 20: Comparacién de especificidad entre las variantes de PCR

100% 100%

19. Muestras Clinicas

Tabla 21: Namero y porcentaje de muestras positivas por técnica

PCR en Tiempo Real | PCR en Tiempo Real con Sonda
(PCR tr) 47 Rema (PCR tr Tagman)
Numero de muestras 13 /27* 22 127*
positivas
Porcentaje 48,14 % 81,48 %

*NUmero de muestras procesadas

Se observa un aumento significativo de la sensibilidad de la técnica de PCR tr con el
uso de la sonda, ya que del 100 % de las muestras procesadas, solo el 48,14 % fueron
positivas por PCR tr sin sonda, y con el uso de esta, este valor aumenta a un 81,48 %,

una diferencia de 33,34%.

Tabla 22: Comparacién de resultados positivos segun el tipo de muestra y la técnica

empleada
escripcion de
las mﬂestras muestras Muestras positivas | Muestras positivas
por PCR en por PCR en Tiempo
Tiempo Real Real con Sonda
Sangre total
periférica de 4 4/4* 4/4*
mama
Suero de 5 3/5* 3/5*
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mama

Sangre total

periférica de 1 0/1* 0/1*
neonatos
SUEEE 4 1/4* 414
neonatos
Sangre de
Cordon 2 0/2* 1/2*
umbilical
Liquido
cefalorraqui 11 5/11* 10/11*
deo
total muestras 27 13/27* 22/27*

*NUmero de muestras procesadas por tipo de muestra

Tabla 23: Comparacién porcentual de resultados positivos segun la técnica utilizada y

el tipo de muestra

Técnica
Cantidad
de Muestras positivas por
Descripcion | muestra PCR en tiempo Real con
de las S Sonda
muestras
Cantidad | % segun Cantidad % segun
tipo de tipo de
muestra muestra
Sangre
periférica 4 4 100 4 100
de mama
Suero de 5 3 60 3 60
mama
Sangre
periférica 1 0 0 0 0
de
neonato
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Suero de

4 1 25 4 100
neonato

Sangre de
Cordon 2 0 0 1

Umbilical 50

Liquido
cefalorraq 11 5 45,45 10 90,9
uideo

Total de
muestras
analizada
S

27 13 48,14 22 81,48

Se pudo evidenciar que, de la totalidad de muestras de sangre periférica de mama
procesadas, todas arrojaron resultados positivos con las dos técnicas; del 100% de las
muestras de suero de mama solo el 60 % arrojaron resultados positivos para cada una
de las técnicas, la muestra procesada de sangre periférica de neonato, arrojo
resultados negativos para ambas variantes. Del 100% de las muestras de suero de
neonatos solo el 25% evidencid resultados positivos por PCR tr, en contraste con un
valor del 100% de muestras positivas para la PCR tr-Tagman, este mismo
comportamiento se pudo observar en las muestras de sangre de corddén umbilical y
muestras de LCR donde los porcentajes aumentaron de 0 a 50% y de 45,45 a 90,9%
respectivamente, con lo cual se puede corroborar el aumento de la sensibilidad de esta

técnica adicionado el uso de la sonda tagman.
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Tabla 24: Interpretacion cualitativa y cuantitativa de resultados por PCR try PCR tr

Tagman

Valor | Interpretac | Concentracio | Valor de | Interpreta | Concentracio
de Ct ion n aproximada Ct cién n aproximada
de ADN de ADN
bacteriano en bacteriano en
fg/ul fg/ul
Muistra 32,19 | Negativo - N/A Negativo i
MUSSIE | 28,05 | Positiva 227 1840 | Positiva 2.270
MUSSIA | 3055 | Positiva 2,27 1060 | Posiva | 227900
Mug:tra N/A Negativo - 36,77 Negativo i
Muistra N/A Negativo - 13,00 Positiva 227.000
M”‘;S"a N/A | Negativo : 17,00 | Positiva 2210
MUSSTA 1 /A | Negativo i 2500 | Positiva 227
M”‘;S"a 30,47 | Positva 2,27 10,11 | Positiva 227.000
MUSSIE | 3007 | Positiva 2,27 2532 | Positiva 2,21
M”%S"a 9,04 | Positva | 2,27x10°7 |14,09 Positiva 22.700
Mulegtra 28,33 Positiva 227 14,59 Positiva 22700
Mu:(fftra 29,13 Positiva 22,7 12,11 Positiva 227000
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Mu:(LeZstra N/A Negativo - 12,17 Positiva 227.0000
MUSSI@ | 30,14 | Positiva 2,27 21,12 | Positiva 221
Muleztra N/A Negativo - N/A Negativo i
Mulegtra N/A Negativo - 12,94 Positiva 227.000
Muf gtra N/A Negativo - 14,03 Positiva 22.700
Mu1e7stra N/A Negativo - 15,02 Positiva 22.700
Muiegtra N/A Negativo - N/A Negativo )
Mule;‘"a 33,00 | Negativo i 13,14 | Posiva | 227:000
M”;g’"a 28,20 | Positiva 227 14,29 | Positiva 22.700
Mu;i‘,tra 31,09 Positiva 2,27 12,17 Positiva 227.000
MUSSIa | 30,07 | Positiva 2,27 17,29 | Positiva 2.270
Muggtra 32,46 | Negativo i 1213 | Positva | 227000
M”;j"a 27,53 | Positiva 227 12,52 | Positiva 221.000
Mugg"a 29,13 | Positiva 22,7 12,34 | Positva 227.000
Mu2e7s tra N/A Negativo - N/A Negativo i

Se puede analizar que aunque la sensibilidad alcanzada en las dos técnicas es muy

similar (2,27 fg/ul en comparacion con 0,27 fg/ul), la totalidad de muestras positivas por
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PCR tr-Tagman, supera significativamente los resultados positivos de la misma técnica
sin el uso de la sonda, el hecho de que del 100% de las muestras procesadas, sin
discriminar su origen pase de 48,14% a 81,48% con el uso de la sonda, indicaria que
se puede minimizar el margen de error al disminuir la tasa de resultados falsos
negativos, lo cual favorece el diagnéstico oportuno especialmente en los neonatos que

carecen de signos y sintomas patognomonicos de esta enfermedad.
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DISCUSION

La sifilis es una enfermedad crénica perteneciente al grupo de las infecciones de
transmision sexual, causada por la espiroqueta Treponema pallidum subsp pallidum,
gue puede transmitirse de madre a hijo dando lugar a la sifilis congénita; esta ultima, es
considerada un problema de salud publica que persiste debido a factores tales como:
limitaciones en el acceso a los servicios de salud o acceso tardio, falencias en cuanto a
la capacitacion del personal de salud, dificultades en el diagndstico oportuno,
deficiencias en la administracion y seguimiento del tratamiento y discriminacion

asociada a las ITS(4).

Debido a las fallas existentes en el diagnéstico oportuno de esta patologia, los casos
de morbimortalidad neonatal han aumentado considerablemente, demostrando asi la
necesidad de desarrollar e implementar nuevas estrategias diagnoésticas con el uso de
técnicas moleculares que mejoren la calidad y confiabilidad de los resultados, y asi
poder brindar un tratamiento eficiente. Es asi, como diversas variantes de PCR han
sido utilizadas en el diagndstico de sifilis, dirigidas a diferentes dianas moleculares
tales como el gen Tpf-1, 16S ADNr, polA, tpp47, bmp, TmpA, tmpB y TpN47(10).

En el presente estudio se evaluo la presencia del gen TpN47 por medio de la PCR tr
con primers especificos para el gen que codifica la lipoproteina de membrana e
inmundgeno dominante de 47 KDa (TpN47) y PCR tr adicionando el uso de la sonda
tagman 47 REMA (PCR tr-Tagman) con el objetivo de comparar los resultados de estas

técnicas moleculares.

Estudios previos del grupo de investigacion REMA, (16)(17) evaluaron la reaccion en
cadena de la polimerasa convencional, anidada y en tiempo real, dirigidas a diferentes
dianas moleculares. Para el gen polA y 16S ADNr lograron una sensibilidad del 70%
mediante PCR de punto final y para el gen TpN47 la sensibilidad alcanzada por nPCR y

PCR tr fue del 100 y 90% respectivamente, en el mismo estudio se alcanzo
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especificidades que oscilan entre 70 y 100%. Por lo tanto, la presente investigacion
pretendio superar estos niveles alcanzados. Mediante PCR convencional dirigida al gen
TpN47 se logré superar la sensibilidad alcanzada por Pinilla y colaboradores, (52 pg)

(17) ya que se obtuvo una sensibilidad de 4,5 pg.

Por otra parte, Burstain y col. (12) lograron una sensibilidad de aproximadamente 0,01
pg de ADN purificado de Treponema pallidum subsp pallidum, utilizando dos métodos
combinados, PCR y southern blot: el primero, dirigido a una porcion de 658 pares de
bases del gen tpp47 y el segundo dirigido a un fragmento de 496 pares de bases
interno del ADN amplificado. Esta mejora puede deberse al uso de ADN purificado, al
tamano del producto de amplificacién y a la combinacion de los dos métodos. ademas,
se minimizé los falsos negativos resultantes de la variacion de las secuencias del gen
tpp47.

Usando la técnica de PCR, Palmer y colaboradores (61) reportaron un limite de
deteccién de 1 pg de ADN purificado de Treponema pallidum subsp pallidum que
representa aproximadamente 800 copias del genoma, utilizando como blanco el gen
gue codifica para la lipoproteina de membrana integral de 47 KDa. En el presente
trabajo haciendo uso de la PCR tr dirigida al gen TpN47, este limite de deteccion fue
superado llegando a 0,0045 pg 6 4,5 fg lo que indica que con PCR tr se detecto
aproximadamente 3,6 copias del genoma; estos resultados se correlacionan con los
publicados por Gama en cuyo estudio, utilizando el gen polA por PCR tr llegaron a
detectar 2,3 copias del genoma, pero usando sonda tagman;(10) por otra parte,
mediante la técnica de nPCR y PCR tr, utilizando el gen TpN47 se han reportado
sensibilidades de 0,032 pg y 10 pg respectivamente de ADN purificado de Treponema
pallidum subsp pallidum (16).

En cuanto a la PCR tr se han encontrado sensibilidades que varian segun el tipo de
muestra y el estadio clinico de la sifilis. Para ensayos realizados en muestras de

ulceras, Craig Tipple y colaboradores lograron una sensibilidad de 100 % en estadio
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primario y secundario de esta patologia y especificidad de 97,14%. En cuanto a
muestras de sangre total, la sensibilidad lograda fue de 34,1 y 57,89% en sifilis primaria
y secundaria respectivamente, con especificidad del 100%; ademas reportan una
sensibilidad del 27,7% en muestra de sangre total con respecto a la serologia (65). En
cuanto a nuestro trabajo, la sensibilidad global obtenida por PCR tr con respecto a la
serologia fue superior, alcanzando un 48,14%; sin embargo, con las muestras de
sangre total periférica de gestantes se alcanz6 una sensibilidad del 100% (muestras
8,9,10 y 11) confirmando los resultados reactivos de las serologias, es decir, en este
caso hubo concordancia entre la técnica seroldgica y la técnica molecular PCR tr.
Como era de esperarse no hubo concordancia entre la serologia y la PCR tr de la
muestra clinica de sangre total periférica de neonato (muestra 27) ya que esta ultima
presenté un VDRL reactivo y PCR tr negativa, lo cual reafirma la baja confiabilidad de
las técnicas seroldgicas en el diagnostico de la sifilis congénita, ya que el resultado de
la serologia constituye un falso positivo, explicado por la presencia de anticuerpos
maternos presentes en la circulacion sanguinea del neonato en el momento de la toma

de la muestra.

Una explicacién probable al hecho de que la PCR presente un resultado negativo con
una serologia previa reactiva como se evidencia en el estudio de Graig Tipple y
corroborado en la presente investigacion; puede deberse a la etapa de la sifilis que
este cursando el paciente, a la presencia o0 no de las espiroquetas en el sitio de
muestreo al momento de la toma de la muestra, una sifilis tratada o en el caso de sifilis
congénita por la presencia de anticuerpos maternos en circulacion neonatal; (66),
ademas, es importante tener en cuenta que las técnicas seroldgicas como VDRL y
RPR, detectan anticuerpos reaginicos y no anticuerpos treponémicos, es decir que
estas serologias pueden ser reactivas con otras patologias como sarampidn, varicela,
hepatitis, mononucleosis infecciosa, lepra, tuberculosis, malaria, enfermedades

autoinmunes, drogadiccion, embarazo y edad avanzada (67).
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La alta sensibilidad alcanzada con las muestras de sangre periférica de gestantes en el
presente estudio (100%), supera por mucho los resultados reportados por Craig Tipple;
este mismo comportamiento se pudo observar al comparar los resultados de la
presente investigacion con las sensibilidades obtenidas por Gayet-Ageron en el mismo
tipo de muestra que corresponden a 28% y 36% en sifilis primaria y secundaria

respectivamente (68).

Comparando las sensibilidades obtenidas en el presente estudio de muestras de
sangre periférica materna y sueros de maternas que corresponden a 100 y 60%
respectivamente, se puede inferir que estos resultados superan a los obtenidos por
Grange,(13) donde utilizando nPCR dirigida al gen tpp47 para muestras de células
mononucleares de sangre periférica, suero y fracciones de sangre completa,
alcanzaron sensibilidades de 29, 14,7 y 24% respectivamente. En el caso de las
muestras de sueros de neonatos en el presente estudio se alcanzé una sensibilidad de
25%, resultado que se asemeja con la sensibilidad alcanzada para las fracciones de
sangre completa en el estudio de Grange, por otra parte, la mejor sensibilidad
alcanzada por Grange fue la obtenida en las muestras de hisopados de lesiones
mucosas, la cual llego a 82%, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por Hsi
Liu donde reportan una sensibilidad del 95,8% en la PCR dirigida al gen polA utilizando
este tipo de muestra, lo anterior puede ser atribuido a una mayor carga treponémica en
este tipo de lesiones directamente relacionada con el estadio clinico de esta patologia
(41).

El 16,6% de los LCR de neonatos, hijos de madres sifiliticas analizados por Grimprel y
colaboradores obtuvieron resultados positivos para la técnica de PCR dirigida a una
porcion de 658 pb del gen que codifica para la lipoproteina de 47 KDa, con una
sensibilidad del 60% con respecto al RIT (Rabbit Infectivity Test) que es la prueba Gold
estandar. (7) Comparando con los resultados obtenidos en el presente estudio, se
puede inferir que utilizando este mismo tipo de muestra se alcanzé una mejor

sensibilidad (45,45%), esta mejora se puede explicar sobre la base de una mayor carga
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treponémica en estas muestras, lo cual puede ser debido a la falta de tratamiento en
las gestantes y en los neonatos. Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan
con los publicados por Patricia Garcia y col. (55) cuya sensibilidad fue del 50% en los
LCR y también con los reportados por Molepo (24) ya que utilizando 50 muestras de
LCR, la mitad fueron positivos, esto se asemeja a los obtenidos en el presente trabajo,

ya que de 11 muestras analizadas 5 fueron positivas para PCR tr.

En la actualidad existe una gran variedad de sondas de hibridacion las cuales
garantizan la especificidad de la detecciébn y mejoran la sensibilidad de la técnica,
ademas permiten identificar polimorfismos o mutaciones puntuales (69). Dentro de las
sondas de hibridacién la mas utilizada en la deteccién de Treponema pallidum subsp

pallidum ha sido sonda de hidrolisis tagman.

Kai hua Chi en su publicacion, (70) demuestra la ventaja clinica de usar sondas de
hidrolisis para mejorar la especificidad y sensibilidad de la técnica diagnostica de PCR
tr; cuando hay patologias cuyo agente etiologico esta relacionado filogenéticamente
con otros microorganismos y cuyas presentaciones clinicas se confunden. Las
interpretaciones de sus resultados muestran que las sondas tagman hibridaron
especificamente con la platilla de ADN de la subespecie de Treponema pallidum a la
cual estaban dirigidas (Treponema pallidum subsp pallidum, Treponema pallidum subsp
pertenue, Treponema pallidum subsp endemicum), lo cual corrobora su alta

especificidad, permitiendo eliminar falsos positivos por las reacciones cruzadas.

En cuanto a la técnica de PCR en tiempo real adicionando el uso de la sonda tagman
se obtuvo una sensibilidad del 81,48% con respecto a la serologia VDRL, dato que
concuerda con los publicados por David Leslie (66) donde con respeto a la serologia
muestra una concordancia del 95% y una especificidad del 98,40%; este ultimo dato
también es concordante con el obtenido en este trabajo ya que la especificidad
alcanzada fue del 100% en las dos variantes de PCR tr; en cuanto al limite de
deteccion en la presente investigacién con el uso de la sonda fue de 1,135 fg lo que
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representa 0,908 copias del genoma aproximadamente. Estos resultados superan los
publicados por Gama y colaboradores donde utilizando PCR tr-Tagman dirigida al gen
polA, alcanzaron una sensibilidad del 100% y un limite de deteccion de 2 copias del
genoma. El hecho de que en el presente estudio se haya superado el limite de
deteccién en comparacion con los resultados publicados por Gama puede deberse a
gue el gen TpN47 segun datos bibliograficos ha demostrado mejor sensibilidad que el
gen polA y no al tipo de muestra, ya que Gama utilizd biopsia de piel embebidas en
parafina las cuales eran positivas para Treponema pallidum subsp pallidum por

inmunohistoquimica(10).

En un estudio publicado por Heymans y colaboradores (71) donde determinan el valor
clinico adicional de la PCR tr-Tagman dirigida al gen polA, para la identificacion del
Treponema pallidum subsp pallidum en el diagnoéstico de sifilis utilizando diferentes
algoritmos, determinaron una sensibilidad de 87% con respecto a la microscopia de
campo oscuro y una especificidad del 93,1%; estos resultados concuerdan con los
obtenidos en este trabajo, donde se alcanz6 una sensibilidad de 81,48% con respecto a

la técnica serologica VDRL y una especificidad del 100%.

Las muestras 1 y 14 que corresponden a sueros de gestantes, la muestra 18 que
corresponde a LCR, la muestra 27 que corresponde a sangre total periférica de
neonato y la muestra 32 que corresponde a sangre de cordon umbilical tuvieron
resultados negativos por ambas variantes de la PCR usadas en este estudio, aunque
presentaron previamente test serolégico de VDRL reactivo. La disparidad presentada
en los sueros de gestantes puede deberse a que la serologia fue practicada durante la
gestacion o en el puerperio, tiempo en el cual pueden aparecer anticuerpos no
treponémico o reaginicos por el mismo estado fisiol6gico mencionado, o también puede
deberse a que la madre este cursando con otras patologias que producen este tipo de

anticuerpos como se describié anteriormente.
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En el caso de las demas muestras que provienen de neonatos, el resultado positivo de
la serologia puede ser un falso positivo debido a la transferencia pasiva de anticuerpos

maternos.

En el presente estudio las muestras de sangre de corddn umbilical fueron negativas
para la PCR tr, este resultado mejord drasticamente con la PCR tr-Tagman en un 50%;
Sin embargo, los estudios han evidenciado que, para las pruebas seroldgicas en el
recién nacido, la muestra de preferencia es la sangre venosa y no la de cordén
umbilical ya que esta Ultima comunmente se puede contaminar con la sangre materna.
(33)

Haciendo un andlisis introspectivo se puede determinar que aunque el limite de
deteccién alcanzado en las dos variantes (PCR tr y PCR tr-Tagman) es muy similar (4,5
fg vs 1,135fg), la totalidad de muestras positivas por PCR tr-Tagman, supera
significativamente los resultados positivos de la misma técnica sin el uso de ella, el
hecho de que del 100% de las muestras procesadas, sin discriminar su tipo ni origen
pase de 48,14% a 81,48% con el uso de la sonda, indicaria que se puede minimizar el
margen de error al disminuir la tasa de resultados falsos negativos, lo cual favorece el
diagnéstico oportuno especialmente en los neonatos que carecen de signos y sintomas

patognomaonicos de esta enfermedad.

También se pudo evidenciar que, de la totalidad de muestras de sangre periférica de
gestante procesadas, todas arrojaron resultados positivos con las dos técnicas; del
100% de las muestras de suero de mama solo el 60 % arrojo resultados positivos para
cada una de las técnicas. La muestra de sangre total periférica de neonato, tuvo
resultados negativos para ambas variantes, aunque su test serologico fue reactivo. Del
100% de las muestras de suero de neonatos solo el 25% evidencié resultados
positivos por PCR tr, en contraste con un valor del 100% de muestras positivas para
esta misma técnica con el uso de la sonda, este mismo comportamiento se pudo

observar en las muestras de sangre de cordén umbilical y muestras de LCR donde los
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porcentajes aumentaron de 0 a 50% y de 45,45 a 90,9% respectivamente, con estos
resultados se puede corroborar el aumento de la sensibilidad de esta técnica
adicionado el uso de la sonda tagman. Aunque esta mejora solo se evidencié en las
muestras de neonatos, es necesario realizar mas experimentos donde se pueden
optimizar los resultados con respecto a las muestras de origen materno; sin embargo,
lo anterior no afecta el objetivo del presente estudio ya que este tenia como finalidad
detectar la presencia del ADN de Treponema pallidum subsp pallidum en muestras

clinicas para el diagnéstico de sifilis congénita.

En estudios previos del grupo REMA las muestras de LCR no habian reportado
amplificacion debido a la baja carga treponémica; sin embargo en el presente estudio
es importante recalcar que mediante el uso de la técnica de PCR tr-Tagman 10 de las
11 muestras de LCR obtuvieron resultados positivos, llegando a una sensibilidad del
90,9% con respecto a la técnica serologica de VDRL, lo cual demuestra que la sonda
es altamente sensible y especifica logrando detectar la presencia del ADN de la

espiroqueta en muestras clinicas que usualmente tienen muy baja carga bacteriana.

Este resultado es valioso ya que, en el caso de los neonatos asintomaticos hijos de
madres tratadas, un resultado positivo para PCR en este tipo de muestra puede ser la

Unica evidencia de sifilis congénita (33).

De acuerdo a la literatura reportada, se puede inducir que la mejor muestra a analizar
en el diagnostico de la sifilis primaria es el hisopado de ulceras en piel 0 mucosas, ya
gue obtienen altas sensibilidades, lo cual es importante para darle validez a las
técnicas de diagnéstico (61)(65)(67); sin embargo, en el presente estudio este tipo de
muestra no fue utilizada debido a que los neonatos no presentan ulceras sifiliticas o
chancros, ya que la trasmision se lleva a cabo de manera transplacentaria; en este
caso, basados en el andlisis bibliografico se puede deducir que la muestra que mejor
sensibilidad reporta para el diagnostico de sifilis congénita utilizando PCR es el liquido

amniotico, demostrando una sensibilidad del 100% como lo informa Emmanuel
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Grimprel (7), pero este tipo de muestra en la practica clinica es dificil de obtener, por
lo cual en el presente estudio se muestra la aplicabilidad de la técnica molecular en

muestras con mayor facilidad de obtencién

Teniendo en cuenta que al momento de la toma de la muestra puede haber
contaminacion con flora de la piel y con otros patégenos de importancia clinica, la
especificidad de los primers y la sonda fue evaluada utilizando plantillas de
amplificacion de ADN de bacterias tales como Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Klebsiella spp y Escherichia coli, se pudo poner en evidencia que al
amplificar el gen TpN47, los primers y la sonda tagman 47 REMA mostraron
especificidad del 100%, ademas se realiz6 un andlisis bioinformatico utilizando la
herramienta Primer-BLAST donde se alineé cada par de primers y la sonda con los
genomas de bacterias filogenética y clinicamente relacionadas tales como Treponema
denticola, Treponema pallidum subsp pertenue, Borrelia burgdorferi, Neisseria
gonorrhoeae y Haemophilus ducreyi; este analisis evidencia la no complementariedad

de los primers y la sonda con el ADN de estas bacterias.

La técnica utilizada en esta investigacién se convierte en una herramienta diagnostica
valiosa para el control epidemioldgico de esta patologia ya que presenta ventajas muy
significativas sobre las técnicas seroldgicas, empezando porque con esta técnica no es
necesario considerar el periodo de ventana serolégico que puede llegar a ser hasta de
3 meses. (71) Ademas, los anticuerpos transferidos a través de la placenta pueden
persistir en un infante hasta los 15 meses de edad, y solo hasta después de los 18
meses de edad las pruebas serologicas tienen validez para el diagndéstico, es en estos
casos donde el diagnostico se convierte en un reto para el médico ya que las
manifestaciones clinicas son nulas en mas del 60% de los infantes o pueden presentar

hallazgos sutiles nos especificos (33).

Finalmente, se puede concluir que el gen TpN47 es una diana molecular promisoria y la

variante de la PCR tr-Tagman es una herramienta valiosa para el diagndstico de sifilis
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congénita que minimiza los falsos negativos y positivos de las técnicas seroldgicas.
Una vez estandarizada y validada esta técnica molecular podra ser implementada en
laboratorios clinicos de referencia para diagnosticar oportunamente la sifilis materna y
congénita y proporcionar tratamiento adecuado, evitando asi, secuelas graves e incluso

la muerte neonatal o infantil.
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CONCLUSIONES

Se valido la utilizacion del gen TpN47 como diana molecular para detectar la
presencia de la espiroqueta Treponema pallidum subsp pallidum en muestras

clinicas para el diagnéstico de sifilis congénita.

Se determind que el limite de deteccion de la técnica PCR tr y PCR tr-Tagman
fue de 4,5 fg y 1,135 fg respectivamente, con especificidades del 100% para

ambas variantes.

Al comparar los resultados obtenidos en la PCR tr y PCR tr-Tagman, se
establecié que esta ultima es significativamente més sensible ya que de las 27
muestras analizadas; 13 fueron positivas por PCR tr y 22 por PCR tr Tagman,

estas 9 muestras representan un 33,34% de diferencia.

La eficiencia de la variante PCR tr-Tagman se comprobd, comparando sus
resultados con los obtenidos en la PCR tr, demostrando mayor numero de
muestras positivas al usar la sonda tagman; este comportamiento se evidencié
en las muestras de suero de neonato, sangre de cordon umbilical y liquido
cefalorraquideo, pasando de 25 a 100, 0 a 50 y 45,45 a 90,9% respectivamente,

resaltando asi la sensibilidad que aporta la sonda Tagman a la técnica.

El uso de diversos controles de amplificacién tanto internos como externos,
minimizo resultados falsos positivos y negativos, que se pueden presentar por la

presencia de inhibidores de la PCR.

La validacion de esta técnica molecular podra ser implementada en laboratorios
clinicos de referencia para diagnosticar oportunamente la sifilis materna y
congénita y proporcionar tratamiento adecuado, evitando asi, secuelas graves e

incluso la muerte neonatal o infantil.
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La muestra ideal para utilizar en el diagnéstico de sifilis haciendo uso de las
técnicas moleculares, depende directamente del estadio clinico de Ila

enfermedad.

El uso de la sonda Tagman 47 REMA aumenta la sensibilidad de la PCR tr en el
diagnostico de sifilis congénita, disminuyendo los falsos positivos y negativos

gue se generan cuando se usan técnicas seroldgicas.
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RECOMENDACIONES

Disponer de la mayor parte de los datos clinicos de los pacientes incluidos en
este tipo de estudios, tales como signos y sintomas, tiempo de evolucion de la
enfermedad, tratamiento, estado inmunoldgico, entre otros, para poder

correlacionar mejor los resultados.

Se requiere mayor numero de muestras para validar la técnica en el campo

clinico.
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ANEXOS

ANEXO A: Protocolo de extraccion de ADN de muestras clinicas

kit ultraClean® Blood spin DNA isolation kit MOBIO

1. Adadir 200 ul de sangre total o fluidos corporales a un tubo de coleccion de 2
ml (incluido) y afiadir 10 ul de Proteinase K. Nota: (Opcional: se puede

agregar RNasa A en este paso. Use 2 ul de 20 mg / ml.)

2. Agregue 200 ul de Solucion B1 y mezcle agitando en vortex durante 15

segundos.

3. Incube la muestra a 65 ° C durante 10 minutos. Centrifugar brevemente para

recolectar el lisado.

4. Agregue 200 ul de solucién B2 y vortex durante 15 segundos. Centrifugar

brevemente para recoger la muestra de la tapa.

5. Transfiera el lisado al filtro de centrifugado y centrifugue durante 1 minuto a
13,000 x g.

6. Transfiera el filtro de centrifugado al nuevo tubo de recoleccion de 2 ml

(incluido).

7. Agregue 500 pl de solucion B3 al filtro de centrifugado. Centrifugar durante 30
segundos a 13,000 x g

8. Retire el filtro de centrifugado y deseche el flujo. Vuelva a colocar el filtro de

centrifugado en el mismo tubo de recoleccion de 2 ml.

9. Agregue 500 pl de solucion B4 al filtro de centrifugado. Centrifugar 30
segundos a 13,000 x g.
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10. Retire el filtro de centrifugado y deseche el flujo. Vuelva a colocar el filtro de

centrifugado en el mismo tubo de recoleccion de 2 ml.

11. Centrifugar de nuevo durante 30 segundos a 13,000 x g para secar la

membrana del filtro de centrifugado.

12. Retire con cuidado el filtro de centrifugado y transfiéralo a un nuevo tubo de

recoleccion de 2 ml (incluido).

13. Agregue 100-200 ul de Solucién B5. Nota: Para aumentar los rendimientos,

incube durante 5 minutos a 65 ° C.
14. Centrifugue 1 minuto a 13,000 x g.

15. Retire la unidad del filtro de giro y cierre la tapa del tubo. EI ADN gendmico

en el tubo ahora esta listo para usar en cualquier aplicacion.

Anexo B: Protocolo de extraccion de ADN plasmidico

kit UltraClean 6 minutes mini plasmid prep kit MOBIO

Los pasos criticos para el aislamiento exitoso del ADN del plasmido usando este kit son
los pasos 6-9 del protocolo. Eliminacion del medio residual del sedimento celular antes
de la adicion de la solucion de resuspension S1 permite una lisis alcalina eficiente y un
sedimento compacto después de la neutralizacion. El incumplimiento de estos pasos

puede dar como resultado rendimientos méas bajos.

1. Cultivar células (cultivo de plasmido) a una densidad tipica de A 600 = 2.0 o superior.

2. Cada preparacion de plasmido requerira un conjunto de dos tubos de recogida de 2
ml y una unidad de filtro de centrifugado (una cesta de plastico con una membrana de

silice blanca dentro de un tubo de 2 ml).
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3. Etiquete las tapas de cada conjunto con un marcador de laboratorio resistente al
etanol. Es conveniente colocar estos juegos en una gradila de tubos de

microcentrifugacion en este orden: tubo, filtro de giro, tubo.

4. En el primer tubo en cada conjunto, y agregue hasta 2 ml de cultivo. Oriente los
tubos de recogida de 2 ml de la misma manera cada vez que los gire en todos los
procedimientos siguientes para que la bisagra del tubo quede orientada hacia fuera del
centro del rotor.

5. Centrifugar durante 1 minuto a 16,000 x g (velocidad maxima).

Qué esta pasando: las células bacterianas estan siendo forzadas al fondo del tubo.

6. Decante el sobrenadante invirtiendo el tubo y vertiéndolo en un contenedor de
desechos. Tendra que hacer otro giro para asegurarse de eliminar todos los rastros de

liquido de los lados del tubo como se describe en los préximos 3 pasos.

7. Oriente los tubos con las bisagras en la misma posicion (las bisagras apuntan

directamente desde el centro del rotor).

8. Centrifugue 5 segundos a 16,000 x g (velocidad maxima).

9. Retire todo el liquido visible con una punta de pipeta estrecha. La eliminacién de
todo el liquido en este paso es fundamental. Usar una punta de pipeta de calibre

pequefio ayuda a eliminar todos los rastros de medios liquidos.

Qué esta pasando: las células se han sedimentado y ahora estan separadas del medio

de cultivo.
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10. Agregue 50 ul de Solucién 1 a cada tubo de sedimento celular y cierre los tubos.

11. Resuspenda el sedimento bacteriano mediante agitacion con vortex a la velocidad
mas alta por 10 segundos, quitelo durante 1 segundo y luego manténgalo en el vortex
de nuevo. Repita este proceso por 1 minuto. Después de 1 minuto, sostenga el tubo en
posicion horizontal hasta una luz y mirelo. Si ve algun grupo de células, mantenga la
agitacion vorticial hasta que se vayan. Se necesita un minimo de 1 minuto con el
vortice a su velocidad maxima para resuspender las células en el volumen de 50 ul. Un
procedimiento alternativo es raspar las puntas de los tubos hacia adelante y hacia atras

sobre los orificios de una gradilla de tubos de micro centrifuga de 80 pocillos.

Qué esté sucediendo: las células bacterianas se vuelven a suspender en un pequefio
volumen de tampon que evita que se abran (lisis). Es importante hacer esta suspension
de células homogénea porque las células atrapadas en grupos seran resistentes a los
reactivos de lisis. La solucion 1 contiene RNasa A; sin embargo, no puede digerir ARN

hasta que las células se lisan en el siguiente paso.

12. Verifigue la solucion 2. Si se precipitd, caliente a 55 - 65°C durante 5 minutos para

gue se disuelva. Mezcle antes de usar.

Qué estéa pasando: la solucién 2 contiene un detergente SDS que puede precipitar si se
enfria. Este precipitado es facil de volver a suspender por calentamiento. Por esta
razon, siempre almacene este kit a temperatura ambiente (20-25C). La solucion 2 se

puede usar cuando aun esta caliente.

13. Agregue 100 ul de Solucion 2 a la suspension celular.

Qué esta pasando: lisis de células alcalinas. La solucién 2 es muy alcalina (pH 12) y
contiene el detergente SDS. La adiciébn de la Solucién 2 hace que las células

bacterianas se lisen porque las proteinas de la membrana celular se desnaturalizan de
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forma similar a cuando se cocina un huevo. Todo el ADN se desnaturaliza a su forma
monocatenaria en este punto. EIl ADN cromosomico bacteriano es largo y esta unido a
pedazos rotos de la membrana celular. EI ADN del plasmido est& vinculado por lo que
forma dos circulos adjuntos. Como dos enlaces de una cadena. Todo el ARN se digiere
durante este paso muy corto porgue la RNasa A esta activa incluso en condiciones muy

alcalinas.

14. Cierre todos los tubos.

15. Invierta suavemente los tubos hasta 8 veces para mezclar. No vortex en este paso.
Causa contaminacion del ADN cromosomico rompiendo pedazos del ADN
cromosomico de la bacteria que luego se purificard conjuntamente con el ADN del

plasmido.

16. Agregue 325 ul de Solucién 3.

Qué esta pasando: la solucion de neutralizacién 3 contiene acetato de potasio y sal. El
acetato de potasio forma un precipitado cuando interactia con SDS. Al mismo tiempo,
las proteinas desnaturalizadas coprecipitan con la SDS. La solucion 3 neutraliza el pH
alcalino a un pH 7 mas neutro. Todo el ADN intenta volver a la naturaleza. El plasmido
puede reformarse facilmente a su forma de doble cadena. EI ADN cromosémico
bacteriano encuentra dificil volver a la naturaleza porque no tiene un punto de

referencia y es homélogo

17. Cierre los tubos e invierta suavemente hasta 8 veces para mezclar. No vortex en

este paso.

18. Centrifugar durante 1 minuto (16,000 x g minimo, velocidad maxima).
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Nota: La centrifugacion durante un minuto debe ser a velocidad maxima. Centrifugue
por mas de 1 minuto si su centrifuga requiere tiempo adicional para alcanzar la

velocidad maxima.

Qué esta sucediendo: los desechos celulares densos se sedimentan en el fondo del

tubo. EI ADN cromosomico también se sedimenta junto con los restos celulares.

19. Retire los tubos de la centrifuga. Debe haber un sobrenadante transparente no
viscoso encima de una gran bolita blanca pegada a los lados del tubo. Si el pellet no es
firme, sino que esta suelto o engominado, esta es una indicacion clara de que no
elimind todos los medios de cultivo cuando originalmente sedimento las células. Debera
volver a empezar en este caso y tener mas cuidado de eliminar todos los medios de
cultivo.

20. Abra la tapa de tantos filtros de centrifugado como tenga preparaciones de

plasmido.

21. Transfiera todo el liquido sobrenadante liquido a un filtro de centrifugacion (evite el
precipitado blanco). Decantar es el mejor método aqui. Simplemente gire el tubo para
gue salga de la bisagra. La pastilla blanca permanecera pegada al costado del tubo. Si
se desea, el sobrenadante puede transferirse usando una pipeta al filtro de

centrifugado. Cierre las tapas de los filtros de giro.

22. Centrifugue 30 segundos a 10,000 x g. El liquido fluira a través de la membrana

blanca Spin Filter dejando el ADN del plasmido unido a la membrana del filtro.

Qué esta pasando: el ADN del plasmido ahora se une a la membrana de silice blanca
en el filtro de espin. EI ADN del plasmido se une debido a las altas condiciones de sal.
Las impurezas no deseadas, como el ARN digerido, y cualquier otro componente
celular que no se nodulice se pasan a través del filtro de centrifugacion y terminan en el

flujo a través del tubo de recoleccion. Este flujo se descarta
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23. Levante la cesta del filtro del tubo de coleccion de 2 ml, deseche el liquido del tubo
de coleccién de 2 ml y luego vuelva a colocar la cesta del filtro en el tubo.

Nota: No permita que el liquido en el tubo de recoleccion del filtro de giro entre en
contacto con el blanqueador.

24. Agregue 300 | de Solucién 4 al filtro de centrifugado. Cerrar la tapa.

25. Centrifugar 30 segundos a 16,000 x g. Deseche el flujo a través del liquido del Tubo

de recoleccion de 2 ml y vuelva a centrifugar durante 30 segundos.

Qué esta sucediendo: la Solucién 4 lava el ADN que esta unido al filtro de espin. La
solucion 4 es aproximadamente 50% de etanol. El etanol mantiene el ADN plasmidico
unido al filtro a medida que se eliminan las impurezas.

26. Con cuidado de no derramar liquido sobre la canasta del filtro, coloque la canasta

del filtro de centrifugado en un nuevo tubo de recoleccion de 2 ml (incluido).

27. Agregue 50 ul de Soluciébn 5 o agua estéril directamente en el medio de la

membrana del filtro de giro blanco.

Qué esta pasando: la solucion 5 es 10 mM Tris. A medida que pasa a través del filtro
de giro, el ADN del pladsmido se libera (eluye) del filtro y pasa al tubo de recoleccion. El
ADN del plasmido se libera porque no queda ligado al filtro de centrifugado cuando no

hay sal presente.

28. Centrifugue 30 segundos a 10,000 x g.

29. Retire la cesta del filtro y cierre la tapa del tubo. El ADN plasmido en el Tubo de

recoleccion de 2 ml ahora esta listo para usar en cualquier aplicacion.

Anexo C: Control enddégeno de Extraccion
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Gen Beta actina

Se realiz6 PCR convencional al ADN proveniente de muestras clinicas presuntamente

positivas para sifilis y muestras de pacientes sin sospecha clinica de sifilis y con VDRL

no reactivos, seleccionadas aleatoriamente, utilizando primers dirigidos a un segmento

del gen B-actina humano para verificar la correcta extraccion de ADN.

Tabla 25: Condiciones de amplificacion para el gen beta actica 'y TpN47

Reactivos Concentracion Concentracion final | Volumen inicial para
inicial 20 ul
Agua | ... | 10.1uL
Buffer 5x 1x 4uL
MgCI2 25mM 3mM 2,4uL
dNTPs 10mM 0.2mM 0,4uL
Primer forward 10uM 0.25uM 0,5uL
Primers reverse 10uM 0.25uM 0,5uL
Taq 5U/uL 0.025U/uL 0.1uL
ADN | L 2ul
Tabla 26: Programa de ciclaje para el gen beta actina
Fase Temperatura Tiempo NUmero de
Ciclos
Denaturacion inicial 94°C 5min 1
Denaturacion 94°C 1min
Hibridacién 60°C 1min o5
Elongacion 72°C 1min
Elongacion final 72°C 10 min 1
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Conservacion 15°C

Gen TpN47

Se realizé PCR convencional al ADN extraido de Treponema pallidum subsp pallidum
proveniente de testiculo de conejo y a las muestras infectadas en el laboratorio con
este ADN, utilizando primers TpN47. Los productos de amplificacion fueron analizados

en gel de agarosa al 1.8%

pb pb

+——210
200—»

Figura 33: Control endégeno de amplificacion del ADN de Treponema pallidum subsp
pallidum con primers TpN47

Electroforesis en gel de agarosa al 1.8% Carril 1. Marcador de peso molecular Carril 2.
Control negativo Carril 3y 4. ADN de treponema pallidum subsp pallidum proveniente
de testiculo de conejo Carril 5, 6, 7, 8, 10, 11. Muestras infectadas con ADN de
treponema pallidum subsp pallidum proveniente de testiculo de conejo Carril 9. Control
positivo

Se observan bandas correspondientes a un producto de amplificacién de 210 pares de

bases del gen TpN47

ANEXO D: Diploma de participacion ponencia oral Séptimo Encuentro
Institucional de Semilleros de Investigacién. Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca, Bogota, Colombia.
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ENCUENTRO

INSTITUCIONA
V I I DE SEMILLEROS DE

INVESTIGACION

LA OFICINA DE INVESTIGACIONES

UMIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE
CUNDINAMARCA

Certifica que :
BRIGETE STEPHANY GONZALEZ CHAVES

Del semillero:

REMA

Participd como PONENTE en el VIl Encuentro Institucional de Semilleros de Investigacio
realizado ef@8 septiembre del afio 2017.

Ve fyriam Se F&Juedcn £

Myriam Sepllveda Lopez
Jefe de la Oficina de investigaciones

ANEXO E: Certificados de participacion ponencia oral REDCOLSI nodo Bogota,

Universidad Jorge Tadeo Lozano, Bogota, Colombia.
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