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Resumen

Objetivo. comparar el comportamiento de tres genes diana 165 ADNr, polA, y TpIN47, para la
deteccién de 7. pallidum subsp. Pallidum. Métodos. Se usaron técnicas moleculares como la
reaccién en cadena de la polimerasa en muestras de cordén umbilical . Mediante PCR convencio-
nal, PCR anidada y PCR en tiempo real se amplificaron blancos moleculares del microorganis-
mo. Resultados. Se evidencié que con los tres genes por PCR convencional se obtienen similares
resultados, pero por con PCR anidada y PCR en Tiempo Real, el gen TpN47 tiene mayor sensi-
bilidad en comparacién con los genes polA y 165 ADNr. Se concluye que el gen 7p/N47 se puede
usar como blanco molecular para el diagnéstico oportuno de sifilis congénita por medio de PCR
anidada y en tiempo real, ya que alcanzé la mdxima sensibilidad y especificidad en este estudio.

Palabras clave: Sifilis congénita, Treponema pallidum subsp. pallidum, PCR anidada, PCR en
Tiempo Real.

Abstract

Objective. To compare the behavior of the three target genes (16S rDNA, polA, and TpN47) for
the detection of 7. pallidum subsp. Pallidum. Methods. Molecular techniques such as polymerase
chain reaction were used on samples of an umbilical cord. Molecular targets of the microorga-
nism were amplified by means of conventional PCR, nested PCR and real-time PCR. Results.
Similar results for the three genes were obtained by conventional PCR; but in the case of nested
PCR and real-time PCR, the gen TpN47 exhibited higher sensitivity in comparison to the genes
polA and 16S rDNA. In conclusion, the gen 7pN47 can be used as a molecular target for the
prompt diagnosis of congenital syphilis through nested PCR and real-time PCR due to its high

sensitivity and specificity shown in this study.
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Introduccion

La sifilis es una infeccién de transmisién sexual
(ITS), considerada un problema de salud publica,
causada por el 77 pallidum subsp. pallidum, que en
ausencia de tratamiento permanece latente indefi-
nidamente en los pacientes infectados; adicional-
mente, se ha reportado que existe una significativa
asociacion entre la sifilis y el riesgo de incrementar

la infeccién por VIH (1,2).

La transmisién transplacentaria del patdgeno o sifi-
lis congénita (SC), se caracteriza por la ausencia de
manifestaciones de la sifilis temprana en el feto. En
estos casos, una vez el 7. pallidum subsp. pallidum
ha alcanzado el torrente sanguineo, se evidencia la
afectacién de 6rganos, hematopoyesis extramedular
y manifestaciones derivadas de la respuesta inmune
local. La Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS) define el caso confirmado de SC teniendo en
cuenta otros pardmetros del “producto de la gesta-
cién” (aborto, mortinato o nacido vivo) (3,4).

La sifilis tiene un alto impacto socioeconémico ya
que durante el embarazo provoca cerca de 305.000
muertes fetales y neonatales, y deja 215.000 lac-
tantes en riesgo de muerte cada afo (2). Entre los
programas y politicas sanitarias implementadas por
Colombia, donde es considera como una enferme-
dad venérea de notificacion y declaracién obliga-
toria (3), se encuentra la tamizacién para sifilis en
mujeres gestantes durante el control prenatal y al
momento del parto; sin embargo, la falta de diag-
néstico precoz y la falta de cobertura nacional para
el manejo adecuado de la sifilis gestacional (SG), ha
ocasionado un aumento considerable de los casos de

sifilis congénita (SC) y neurosifilis (NS).

El diagnéstico de SC se realiza de forma presuntiva
y puede basarse en la aparicién de caracteristicas cli-
nicas especificas, aunque la mayoria de los casos es
asintomdtica. La reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) es una herramienta diagndstica de alta sensi-
bilidad y especificidad, utilizada durante las dltimas
dos décadas, en la deteccién del 77 pallidum subsp.

pallidum en muestras clinicas como sangre total,

suero fetal neonatal y materno, LCR, ulceras geni-
tales, chancros, humor acuoso, sangre total y liquido
amniGtico entre otros (5-9). Dentro de los genes que
se han empleado como herramienta molecular diag-
noéstica, se encuentran los genes 165 ARNr, polA, tpr,
arp, IpIN47, tpf-1, bmp, tmpA, tmpB (6, 8). Algunos
de los mds usados son el gen 7pN47, que codifica
para la proteina de membrana de 47-kDa; el gen
polA, que codifica para la ADN polimerasa I de 7
pallidum subsp. pallidum, y el gen 165 ARN riboso-
mal que posee secuencias altamente conservadas que
favorecen la tipificacion de la espiroqueta (10-13).

El objetivo del presente trabajo fue determinar la
presencia de los genes 16S ADNr, polA y TpIN47,
como dianas diagndsticas, en muestras de sangre
de cordén umbilical inoculadas experimentalmen-
te, mediante PCR convencional, PCR anidada y
PCR en tiempo real, para su uso en la deteccién

del 70 pallidum subsp. pallidum.

Materiales y métodos

Tipo de muestra: el microorganismo 7. pallidum
subsp. pallidum se obtuvo a partir de exudados de
testiculos de conejos infectados con la cepa con-
trol Nichols, proporcionada por el Departamento
de Inmunopatologia de la Sifilis de la Universidad
de Washington Seattle USA. Cada exudado fue
resuspendido en Buffer de lisis 2X (Tris 10mM
pH 8.0, SDS 0,5% y EDTA 0.1M pH 8.0).

Infecciéon de muestras: las inoculaciones en
muestras negativas de sangre de cordén umbilical
(1 mL) fueron realizadas con exudados de testicu-
lo infectado de conejo (25 ul, 50 ul y 100 ul).

Extraccién de ADN: para obtener el ADN del 7. pa-
Uidum subsp. pallidum se realiz6 un pre tratamiento
con 175 ul de Proteinasa K (20 mg/mL) y se incub6
en bafo seco a 56°C por 1 hora con la solucién de li-
sis, teniendo en cuenta las recomendaciones suminis-
trada en el kit Genomic DNA Purification (Prome-
ga’). Para las muestras de sangre de cordén umbilical
inoculadas, se tomaron 500 ul de estas para realizar
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un pre tratamiento con 50 ul de Proteinasa K (20
mg/mL), mediante incubacién en bafo seco a 65°C
por 1 hora; posteriormente se procedié con la extrac-
cién de ADN descrita anteriormente.

La cuantificacién del ADN extraido se hizo en el
equipo NanoDrop® y verificando la pureza a través
de geles de agarosa al 1.8%.

PCR convencional y anidada: para la amplifi-
cacién de los tres genes diana (pold, 165 ADNr
y TpIN47), las condiciones de normalizacién para
la amplificacién de una reaccién de 20 ul fueron:
MgCl, 3 mM, dNTPs 200 uM, primers sentido
y antisentido 0.25 uM polAl, 16Ssifl y TpN47-
1 (Tabla 1), Taq polimerasa (Promega®) 0.5 U y
ADN de T. pallidum subsp. pallidum a diferentes
concentraciones. La reaccién de amplificacién se
realizé en un termociclador (Maxigene) a 94°C

por 5 min; 94°C por 30 seg, anillaje que depen-
de de cada gen (polA 63°C, 16§ ADNry TpN47
62°C) y extensién (72°C) por 35 ciclos. Los pro-
ductos fueron analizados por geles de agarosa al

1.8% tenidos son GR SAFE®.

Los productos de amplificacién obtenidos por PCR
convencional, se re-amplificaron utilizando PCR
anidada mediante una segunda pareja de primers
internos (polA2, 16Ssif2 y TpN47-2); las condicio-

nes usadas fueron las anteriormente mencionadas.

PCR en Tiempo Real (PCR - tr): para la deteccién
del gen 7pIN47 por PCR -tr se usé el kit Platinum®
SYBR® green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen)
como agente intercalante y se llevd a cabo en el ter-
mociclador iQ5 (BioRad). Las condiciones utilizadas
para una reaccion de 25 ul fueron SYBR® Green 1X,
primers sentido y antisentido 0.14 uM, Tabla 1.

Tabla 1. Primers disefiados para amplificacion del T. pallidum subsp. pallidum.

Secuencia

polA1F GTGTGCACTGGGCATTACAG 20
polAIR CAGCGTCGCAACATGTCC 18
polA2F TGAAGCTGACGACCTCATTG 20
polA2R GTCTGAGCACTTGCACCGTA 20
16StSif1F AGCGATACGCCTCTTGACAG 20
16SrSif1IR TGTGTAGCCCCGGACATAAG 20
16S:Sif2F TACGCCTCTTGACAGGTGCT 20
16S1Sif2R ACCTTCCTCCGGTTTGTCAC 20
TpN47-1sifF  GCATTGTCTTAAGGCCGTTG 20

TpN47-1sifR  AAGCAGTCGAGGGTGCAGTA 20

TpN47-2sifF GTAACGCGGGAGTCTTCCA 19

TpN47-2sifR  CATGGTTGACAGCGAGGAAT 20

Ubicacién en el

Tamano

%GC Producto

genoma de T. pallidum
subsp. pallidum

60.18 55 297-317
200
62.55 61.11 478-496
59.98 50.00 336-356
125
60.06 55.00 440-460
60.56 55 971-991
203
60.90 55 1153-1173
61 55 976-996
152
61.32 55 1107-1127
60.64 50 672-692
210
61 55 861-881
61.19  57.89 788-807
135
61.07 50 681-701

Long: longitud; Tm: Temperatura melting; %GC: porcentaje de guanina y citosina.
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Sensibilidad y especificidad: para estos ensayos
se determiné la minima cantidad de ADN que se
detecta con la amplificacién de cada uno de los
genes y teniendo en cuenta cada tipo de PCR utili-
zada. Para analizar la especificidad de las pruebas,
se utiliz6 ADN humano de individuos sanos y 6
diferentes microorganismos con el fin de estable-
cer la ausencia de reactividad cruzada con los mis-
mos (S. enteritidis, K. oxytoca, P. mirabilis, E. coli,
E. aerogenes, C. freundii).

Clonacién: para realizar una curva de calibracién
con el nimero de copias detectado del 7. palli-
dum subsp. pallidum, se clon6 un inserto de 210
pb obtenido como amplicon por PCR a partir de
la secuencia del gen 7p/N47, en el vector de clona-

cién pJET1.2/blunt con el Kit CloneJET™ PCR

1 2 3 2

Cloning (Thermo Scientific™) siguiendo las reco-
mendaciones del fabricante y usando células E. coli
TOPIO para la transformacion; el rastreo de colo-
nias se llevé a cabo por PCR convencional.

Resultados

PCR convencional y anidada

A partir de las extracciones de ADN de 7. palli-
dum subsp. pallidum, las cuales fueron monitorea-
das tanto por espectrofotometria como por elec-
troforesis en geles de agarosa (datos no mostrados),
se procedi6 a los ensayos de PCR convencional
usando dos parejas de primers para cada uno de
los genes con el objetivo de utilizarlos posterior-
mente en un ensayo de PCR anidada, Figura 1.

6 J &8 9

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los genes polA y 165§ ADNr amplificados por PCR: carril 1. Control
positivo polA-1 200 pb; carril 2. Control negativo; carril 3. Control positivo polA-2 125 pb; carril 4. Control
negativo; carril 5. Marcador de Peso 100pb; carril 6. Control positivo 16S ADNr-1 203 pb; carril 7. Control
negativo; carril 8. Control positivo 16S ADNr-2 152 pb; carril 9. Control negativo.

Con el gen 7pN47 se evidencié una sensibili-
dad del orden de picogramos utilizando PCR
anidada, mientras que con los genes po/Ay 168

ADNr se llegé al orden de nanogramos por PCR

convencional, Tabla 2.
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Tabla 2. Sensibilidad y especificidad para los blancos moleculares TpN47, polA y 16S ADNr por PCR.

TpN47 polA 16s ADNr
PCR anidada PCR convencional
No. % No. % No. %
Sensibilidad 10/10 (32,8 x10-7ng) 100 7/10 (3.28 ng) 70 7/10 (32 ng) 70
Especificidad 717* 100 6/7 90 4/7 70

* La proporcién corresponde al niimero de microorganismos analizados.

PCR en Tiempo Real

Diluciones seriadas (en base 2) de ADN de
1. pallidum subsp. pallidum, se analizaron para
la amplificacion del gen polA; los valores de Ct
obtenidos oscilaron entre: 20,74 y 25,05, consi-
derado como un resultado positivo, Figura 2, y
valores de Ct por encima de 32.0 se considerd
como un resultado negativo, Tabla 3. Muestras
de ADN humano y de los otros microorganis-
mos como S. enteritidis, K. oxytoca, P. mirabi-
lis, E. coli, E. aerogenes, C. freundii, se analiza-
ron con el fin de evaluar la especificidad frente
a estos, la cual fue del 100%, Tabla 3. Para el
gen 1pN47, diluciones seriadas de ADN de
T pallidum subsp. pallidum fueron analizadas,

encontrando que los valores de Ct considerados
positivos oscilan entre: 27.0 - 29.0 y resultados
negativos por encima de 32.0, Figura 3.

Para establecer con exactitud el ndmero de co-
pias detectadas por PCR en tiempo real, se rea-
lizaron 14 diluciones seriadas con ADN clonado
del gen Tp/N47 determinando que los valores de
Ct entre 10.52 y 16.13 son consideran como re-
sultados positivos y valores por encima de 32.0
como resultado negativo, Figura 4. El andlisis
de TpN47 en muestras de ADN humano y de
los otros microorganismos mostro un 100% de

especificidad, Tabla 3.
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Figura 2. Curva de amplificacién del gen polA por PCR - tr.
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Figura 3. Curva de amplificacién del gen TpN47 por PCR - tr con ADN de 7
pallidum subsp. pallidum.
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Figura 4. Curva de amplificacién de PCR — tr del gen clonado de 7pN47.

Tabla 3. Sensibilidad y especificidad para los blancos moleculares TpN47 y polA por PCR - tr.

TpN47 polA

No. % No. %
Sensibilidad 9/10 (10 pg) 90 7/10 (460 pg) 70
Especificidad 717* 100 717 100

* La proporcion corresponde al nimero de microorganismos analizados.
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Discusién

Se han descrito diversos tipos de PCR para el ha-
llazgo de 7 pallidum subsp. pallidum, mediante la
amplificacién de genes diana con potencial diag-
néstico para sifilis congénita en muestras clinicas.
Dentro de los genes que se han empleado estin
el 165 ADNr, polA, TpIN47, utilizados en este es-
tudio (6, 8, 10-13).

El genoma del 7. pallidum subsp. pallidum tiene
un tamano relativamente pequeno: 1.138.006 pa-
res de bases que contienen 1041 marcos de lectura
abiertos (ORFs) (14). En el afio 2013 se realizé la
re-secuenciacién completa del genoma y se detec-
taron aproximadamente un 11.5% de errores en
los genomas secuenciados (119 genes afectados).
Esta re-secuenciacién mostré que hay dos subgru-
pos genéticos distintos que causan sifilis en los se-
res humanos. Por esta razdn, para el disefio y uso
de los primers en el presente estudio, se tomaron
las secuencias reportadas como resultado de la re-
secuenciacién del genoma de la espiroqueta (15).

El ARN ribosomal del 7. pallidum subsp. palli-
dum posee secuencias altamente conservadas que
ademds de favorecer la tipificacién de la espiroque-
ta, ha permitido la comprensién de la evolucién
del genoma del microorganismo, asi como las re-
laciones filogenéticas entre las especies del género.
En nuestro trabajo se amplificé una regién de 203
pb del 165 ADNr del T. pallidum subsp. pallidum,
detectada mediante PCR convencional, alcanzan-
do menos sensibilidad (32 ng) que la obtenida con
el gen polA (3,28 ng) para la deteccién de ADN de
la espiroqueta. Estos resultados contrastan con el
uso de RT-PCR para amplificar el gen 165§ ARN
detectdndose un Gnico organismo en muestras
control (16). Por otra parte, para un diagndstico
clinico, el protocolo usado en este tltimo estudio,
es mds complejo, costoso y requiere de confirma-
cién mediante el uso de Southern blot, lo cual di-
ficultaria el empleo de esta tecnologia en laborato-
rios clinicos no especializados.

En cuanto al uso del gen polA, que codifica para
la ADN polimerasa I del 7. pallidum subsp. palli-
dum, ha sido ampliamente estudiado debido a la
homologfa de la enzima con las ADN polimerasas
I de otros microorganismos. En este estudio, los
resultados con este gen, muestran que se logra una
sensibilidad del orden de nanogramos por PCR
convencional y de picogramos con PCR-tr (ver
tablas 2 y 3). Se ha reportado el uso del gen polA,
con una sensibilidad de 95.8% y una especificidad
de 95.7%, similar a nuestros resultados, lo que su-
giere que se puede usar como método diagndstico
de rutina para la sifilis (17, 21). Es de anotar que
para la cuantificacién del nimero de espiroquetas
obtenida en otros estudios con muestras de sangre
total de pacientes adultos, se establecié una sensi-

bilidad de 15 a 150 copias/ml (8).

Con el gen 7p/N47 con PCR anidada, se llega a
una sensibilidad (100%) del orden de picogramos
(0,032 pg) y a una especificidad del 100%. Cabe
destacar que esta muestra corresponde a un ADN
purificado y que en la préctica clinica, posible-
mente no se llegue a este orden de sensibilidad. Por
otra parte, este gen fue usado para el diagnéstico
de NS en LCR, comparado con las pruebas diag-
nésticas establecidas por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), donde evidencié la capacidad
del microorganismo para invadir el SNC durante
las etapas primarias de la enfermedad (18). Asimis-
mo, usando tejidos embebidos en parafina, mues-
tras de liquido amnidtico, suero y LCR neonatal,
se obtuvo una sensibilidad de aproximadamente
0,01 pg de ADN purificado de 7 pallidum subsp.
pallidum, después de la amplificacién por PCR
(13); estos resultados llegan al mismo orden de
sensibilidad al que se reporta en este estudio.

Debido a los hallazgos promisorios con el uso del
gen 7pIN47, se ha disefiado una PCR-tr que detec-
ta 1. pallidum subsp. pallidum sin reactividad cru-
zada con treponemas de la flora comun de la piel
o con patdgenos asociados a I'TS; esta prueba se
puede utilizar para deteccién y cuantificacion del
microorganismo en diferentes lesiones y etapas de
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la enfermedad, encontrdndose que en la sifilis pri-
maria hay gran cantidad de microorganismos en
tlceras, pero un nimero de copias bajo en sangre;
en la sifilis secundaria hay una mayor bacteremia,
mientras que en la etapa latente, la bacteremia y la
carga treponemica se detecta con menor frecuen-
cia (20).

Aunque el gen 7pN47 es el que presenta los
mejores resultados en cuanto a sensibilidad y
especificidad, los genes 165 ADNr y polA, po-
drian ser usados para la tipificacién molecular
que surge como herramienta importante para
vigilar la aparicién de cepas resistentes a macré-
lidos, evaluar los subtipos asociados con la afec-
cién del SNC, diferenciar procesos de infeccién
y re-infeccién, asi como la comprensién de la
transmision de 7. pallidum subsp. pallidum y el
comportamiento epidemiolégico de la enferme-
dad. Para este mismo fin, se ha utilizado el gen
arp (acidic repeat protein) y la familia de genes
tpr subfamilia II (tprE, tprG y tpr]) (22, 23).
Posteriormente, se adopté el estudio conjunto
con los genes 7psA y tp0548 para aumentar la
capacidad discriminatoria de la tipificacién de
las cepas (24, 25).

Ademds de la sensibilidad, las técnicas molecu-
lares requieren evidenciar especificidad analitica,
ya que otras espiroquetas y agentes causales de
ITS pueden ser detectadas en la misma muestra
(10,11,28,30). Por esta razdn, se realizé un estu-
dio in silico, previo a los ensayos experimentales,
los cuales mostraron que la especificidad con el

gen 7pIN47 fue del 100%.

Teniendo en cuenta estos resultados, el gen
1pN47 seria el candidato como blanco diagnds-
tico para la deteccién efectiva y eficaz de sifilis
congénita, aportando en la contencién de este
problema de alto impacto en salud publica, que
se relaciona con otras ITS como el VIH, por
lo cual es necesario el oportuno diagnédstico y
tratamiento para asi disminuir el indice de mor-
bimortalidad de neonatos en Colombia.
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