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Resumo:

A sifilis € uma doenga polimorfica, infectocontagiosa e sistémica, causada pela bactéria T. pallidum, considerada um
agravo de notificagdo compulséria. O diagndstico precoce € um fator importante no seu controle, este é realizado
combinando achados clinicos e exames laboratoriais. As técnicas moleculares ajudam no diagnéstico, no entanto, ndo
se tem um consenso sobre qual técnica é a mais adequada, estudos apresentam divergéncias como, qual gene deve ser
usado como alvo, qual sequéncia dos primers, método de extragdo e tipo de amostra. Esta revisdo procurou investigar
com base nas evidéncias cientificas, as técnicas moleculares mais eficazes na deteccdo de DNA de Treponema
pallidum. Para tanto, realizou-se uma revisdo sistematica da literatura realizada nas bases de dados PubMed, Science
Direct e Lilacs, através dos descritores “sifilis” and “PCR and “diagnéstico” and “biologia molecular”, selecionando
trabalhos publicados nos Gltimos dez anos. A amostra foi composta por 10 artigos. Quanto ao desenho de estudo, o
ensaio clinico foi 100% prevalente. Quanto ao método utilizado foi evidenciado variagoes, 6 utilizaram PCR Nested, 5
PCR em tempo real e 4 PCR convencional, 5 utilizam mais de uma variacdo. A diferenga entre elas, como, tempo para
avaliar uma reacdo, chance de contaminacdo, reprodutibilidade, especificidade, sensibilidade, precisdo e acuracia
diagnéstica, mostrou que os dois genes de maior interesse sdo 0 pol A e o tpp47. Os testes moleculares em especial o
PCR nested demostrou ser promissor tendo boa sensibilidade e especificidade no diagnostico da sifilis em conjunto
com a sorologia para evitar complicagdes clinicas e transmisséo da doenca.
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Abstract:

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

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

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

1. Introducéo

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

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), com base nos dados de prevaléncia de 2009 a 2016, estimou o total de
376,4 milhdes de Infeccdes Sexualmente Transmissiveis (ISTs) curaveis, sendo que desses 6,3 milhGes de casos eram de sifilis
(WHO, 2020). No Boletim Epidemiol6gico de 2019, pode-se observar que a sifilis adquirida é considerada como agravo de
notificacdo compulsoria desde 2010, teve sua taxa de detec¢do aumentada de 59,1 casos (por 100.000 habitantes) em 2017,
para 75,8 casos em 2018. A prevaléncia da doencga em gestantes e seus desfechos desfavoraveis, baseadas em dados coletados
em 97 paises, € de aproximadamente 1,36 milh&o de casos de mulheres que apresentaram sifilis ativa durante a gestacdo, sendo
que, uma grande proporg¢do delas ndo recebeu tratamento ou se recebeu, foi de maneira inadequada (Brasil, 2019, Korenromp
etal., 2019)

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

Os métodos mais utilizados para diagndstico sdo divididos em métodos sorolégicos também conhecidos como
indiretos, baseados na detec¢do de anticorpos (métodos ndo treponémicos e treponémicos) e métodos diretos, baseados na
deteccdo da bactéria como a Microscopia de Campo Escuro (MCQO), a imunofluorescéncia direta e os testes moleculares
(Brasil, 2015; Brasil, 2016; Castro et al., 2016; Pereira et al., 2019).
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Esta bactéria, tem um Unico cromossomo circular de 1.138.006 pb, com 92,2% do genoma que apresenta 1.041
sequéncias codificadoras e com um contetdo de 52.8% de C/G (Fraga & Goldini, 2014). Os dois genes mais utilizados como
alvo, para realizar o diagndstico por biologia molecular sdo o pol A e o tpp47, que codificam a DNA polimerase e uma proteina
de membrana envolvida na sintese da parede celular respectivamente (Liu & Rodes & Chen & Steiner, 2001; Ageron et al.,
2015, Theel & Katz & Pillay, 2020).

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

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

No caso da sifilis, estudos sobre o T. pallidum sdo bem complexos, e ferramentas moleculares se tornam muito Uteis
para a determinacdo da diversidade e epidemiologia das infecgdes. Além de ter o potencial de aprimorar o tratamento clinico,
0s métodos de prevencdo e controle também podem contribuir para 0 melhor entendimento sobre aquisi¢do e transmissdo da
sifilis (Shukalek et al., 2021).

No entanto, ainda ndo se tem uma técnica padréo, existem varios artigos publicados que divergem sobre as diferentes
técnicas moleculares, qual gene deve ser usado como alvo, hoje os principais sdo *tp0105, *tpp15, *tpp47 e *tp1016 e quais as
sequéncias de primers para cada gene. Também ndo hé consenso sobre quais os métodos de extracdo do DNA devem ser
utilizados e sobre o tipo de amostra a ser utilizada. A quantidade de alvos utilizados tende a variar de 1 a 3 genes. A maior
parte desses testes utilizam sequéncias iniciadoras para genes que codificam lipoproteinas de membranas, e visam as regifes
geneticamente conservadas, os quais tém sido clonados e sequenciados (Castro, 2004; Ageron et al., 2015; Theel et al., 2020;
Shukalek et al., 2021).

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

Para o alcance do objetivo proposto buscou-se identificar os métodos e 0s genes que sdo categoricos na detecgdo do
DNA de Treponema pallidum e apresentar a sensibilidade e especificidade dos melhores métodos a fim de se conhecer o mais

eficaz para o diagnéstico molecular da sifilis pois até 0 momento ndo se tem uma técnica padréo.

2. Metodologia
2.1 Tipo de Estudo

O presente estudo trata-se de uma revisdo sistematica da literatura cientifica. Segundo Galvdo & Sawada & Trevizan
(2004) e Galvdo & Pereira (2014) este tipo de estudo é um dos muitos recursos metodoldgicos utilizados para integrar as
informacdes de estudos independentes, realizados separadamente, sendo uma forma de sintetizar as informagdes disponiveis
em dado momento, sobre uma questdo especifica, de forma objetiva e reproduzivel, trabalham com a mesma base temaética,

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

2.2 Etapas do Estudo
2.2.1 Problema

Qual das variagBes na técnica de PCR é mais eficaz na deteccéo de DNA de Treponema pallidum?
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2.2.2 Locais de busca
2.2.2.1 Selegdo das fontes

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

secundarios, foram realizadas no periodo de junho de 2021.

2.2.2.2 Definigdo dos descritores / Palavras-chaves / Strings

A coleta de dados secundarios, triagem e selecdo do material bibliografico foram realizadas por mais de dois
pesquisadores, para evitar possiveis vieses de selegdo. Foram eleitos artigos com relevancia clinica e cientifica, usando o
operador 16gico “AND” para combinagéo dos descritores utilizados para rastreamento das publicagdes. Os campos utilizados
para a pesquisa foram: titulo, resumo e assunto. Para literatura nacional foram utilizados os Descritores em Ciéncias da Salde
(DeCS) e para o internacional o Medical Subject Headings (MeSH). Os descritores utilizados respectivamente foram: DeCS:
sifilis, PCR, diagnostico e biologia molecular; MeSH: syphilis, PCR, diagnosis e molecular biology.

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

and molecular biology.

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

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

2.2.2.4 Estratégia de busca e selecéo e andlise dos artigos

Apos a realizagdo da estratégia de busca nas referidas bases de dados, foram encontrados 708 estudos por meio de
uma leitura analitica dos titulos. Optou-se por ndo incluir artigos de revisdo, teses, dissertacdes e monografias, buscando
contemplar maior nivel de evidéncia. Do total de artigos cientificos, 40 artigos (LILACS), 35 artigos (SCIELO), 248 artigos
(PUBMED) e 385 artigos (SCIENCE DIRECT). Apo6s a discriminacdo dos qualitativos pelas bases de dados, foi feita uma
andlise do resumo, adequacéo ao tema da revisao, exclusdo de artigos pagos ou de revisdo, exclusdo dos que ndo estavam no
periodo selecionado e que ndo se enquadravam dentro dos descritores e foram entdo selecionados 48 artigos cientificos. Apos
organizacao das ideias e leitura dos artigos na integra, a amostra final consistiu em 10 artigos cientificos que atenderam aos
critérios de elegibilidade propostos, sendo 8 da PUBMED, 1 da SCIENCE DIRECT e 1 da LILACS. O resumo do processo de

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

sequéncia foi realizada a sintetizagdo dos resultados da pesquisa.

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

Brasil, 2021.
BUSCA INICIAL
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Fonte: Autores.

3. Resultados e Discusséo

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

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

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

ainda temos muito que evoluir nas tecnologias moleculares.

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

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

n° Ano Autores Revista/Periddic Base de Qualis Pais Ensaio Clinico
0 dados
Al 2012 Grange et al Journal of Clinical | PubMed Paris - Franca Prospectivo
Microbiology A2
A2 2014 Glatz et al Clinical Sicenc Al Zurique - Suiga Prospectivo
Microbiology and Ditect
Infection
A3 2015 Pinilla & Chaverro Nova Lilacs Bogota- Colémbia Ensaio clinico
& Moreno &
Navarrete &
Mufioz
A4 2016 Castro et al Journal of Clinical | PubMed B1 Lisboa - Portugal Ensaio clinico
Laboratory
Alalisis
A5 2018 Wang et al Emerging PubMed Al Shanghai - China Ensaio clinico
Microbes &
Infections
Ab 2019 Noda & Rodriguez International PubMed B1 Havana - Cuba Observacional /
& Grillova & Journal of STD & Prospectivo
Bosshard & AIDS
Lienhard
A7 2019 Zhang et al Sexually PubMed A4 Guangzhou - Ensaio clinico
Transmited China
Diseases
A8 2020 Grange et al Journal Of PubMed A2 Paris — Franca Ensaio clinico
Clinical
Microbiology
A9 2020 Vrbova et al Plos One PubMed Al Brno — Republica Retrospectivo
Tcheca
Al0 2021 Shukalek et al Frontier in PubMed Alberta - Canada Retrospectivo
Cellular and
. Al
Infection
Microbiology

Fonte: Autores.

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

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

alvo do estudo, o método de coleta, os genes utilizados e o principal desfecho.
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Tabela 2 — Caracteristicas dos artigos selecionados, segundo cenario, publico-alvo, método de coleta, método utilizado e gene utilizado, e sensibilidade e especificidade encontrada.

n° Cenario Publico-alvo Tipo de Amostra Método Utilizado Gene Utilizado Desfecho
Al Dois centros de DST em Paris — Populag¢do com Swabs de leso, soro, Neste PCR Gene tpp47 — Em Swabs 82% sensibilidade e
Franca suspeita de sifilis e plasma e sangue total mas usou dois 95%especificidade
individuos pares de primers | Em plasma (18 e 92), soro (14,7 e 93)
saudaveis KO5e KO3B e e sangue total (24 e 97)
0 Tpe e Tps
A2 Departamento de Dermatologia, do Populagéo adulta Swabs de Ulceras PCR em tempo real Primers 100% Sensibilidade
Hospital Universitario de Zurique com Ulceras na genitais, anais e comparado com desenhados para 100% especificidade
(Suica) regido genital orofaringea Sorologia e 0 gene 16S
Microscopia de rRNA
campo escuro
A3 Departamento de Imunopatologia da Recém-nascidos Cordéo Umbilical PCR Convencional, pol A, 16S Alvo tpN47 teve melhor sensibilidade
Sifilis da Universidade de Washington PCR Nested, e PCR rDNA, tpN47 e especificidade que os outros
em tempo real
A4 | Instituto de Higiene e medicina Tropical Populagdo com LCR PCR convencional pol A e tpp47 Mostrou que o tpp47 é mais sensivel
amostras positivas (75,8% vs 69,7% do pol A), é o pol A
para sifilis foi mais especifico 92,3% vs 86,8 do
tpp47
A5 Clinica de Doencgas Sexualmente Populagdo em Sangue total PCR convencional e pol A e tpp47 228 amostras concordaram entre 0s
Transmissiveis do Hospital de Doencas diferentes estagios PCR Nested PCR Nested dos dois genes. Mas a
da Pele de Shanghai da sifilis deteccdo foi muito baixa na sifilis
latente
A6 Instituto de Medicina Tropical “Pedro Populagdo com Swab de Ulceras anais e 3 PCR em tempo pol A, tpp47 e Comparou os trés PCR com os
Kouri” (IPK) — Havana, Cuba Glceras ano genitais genitais real, 1 para cada gene 16S rDNA exames sorolégicos. Concordancia
entre sorologia e PCR foi de 52,3.
A7 Departamento ambulatorial de Populagdo com Swabs de Ulcera, PCR Nested em pol A Novos Detectou 71,7% das amostras
dermatologia ou doencas sexualmente suspeita de sifilis de | sangue total, LCR, soro tempo Real primers positivas para sifilis. Todas as
transmissiveis de sete hospitais em qualquer fase e um | e sangue do Iébulo da amostras controles foram negativas.
Guangzhou — China grupo controle orelha
A8 Em seis Centros Populagdo com Swabs de Ulceras Kit comercial Alplex | tpp47 (primers Quando comparados os dois testes
de DST na Franca. Centro de Referéncia Ulceras genitais genitais (PCR em tempo real Ko5 e Ko3B) e | PCR com diagndsticos sorol6gicos e
Nacional para DSTs bacterianas no para 7 ISTs) TPA (primers clinicos da sifilis, obteve 80% de
Hospital Cochin em Paris PCR Nested para Tpe e Tps) sensibilidade, 98.8% especificidade e
Treponema Kappa =0,85
A9 Departamento Dermatovenerologia Populacdo suspeita Swabs de tlceras PCR Nested, com Alvos: TP0136, Sensibilidade de 72,3% e
(Hospital da Faculdade St. Anne); de sifilis cutaneas, Ulceras touchdown TP0548, especificidade de 100% comparada
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Departamento Dermatovenerologia
(Hospital da Faculdade Brno,
Universidade de Masaryk);
Departamento Dermatovenerologia
(Universidade Charles) e Laboratério de
Referéncia Nacional para Diagndstico de
Sifilis (Instituto Nacional de Salde
Publica)

orofaringeas, Ulceras
ano genitais, Ulceras
sem localizacdo,
sangue total

TP0705,
23SIDNA,
TP0319(tmpC)
TP0105(pol A)

com o diagnéstico do CDC.

Al0

Dois grandes centros especialistas em
DST de Alberta — Canada

Populagéo adulta
com lesBes ano
genitais

Lesdes ano genitais

PCR

pol A e tpp47

Encontrou sensibilidade de 49,3 e
especificidade de 99,9

Fonte: Autores.
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A partir da andlise das informag0es obtidas, foi possivel identificar que os dois genes de maior interesse para realizar
o diagnostico de T. pallidum por biologia molecular séo o pol A e o tpp47. Nota-se que estes sdo os dois genes mais utilizados,
embora exista outros genes alternativos usados com menos frequéncia, por exemplo o 16S rDNA e TP0319 (tmpC). O pol A
codifica a DNA polimerase | que esta relacionada com o reparo e replicagdo do DNA e o tpp47 codifica uma proteina de
membrana citoplasmatica envolvida na sintese da parede celular, ambos 0s genes estdo presentes nos genomas de T. pallidum
(Ageron et al., 2015).

Dos artigos selecionados os estudos Al, A3, A4, A5, A6, A8 e Al10 defendem a utilizacdo do gene tpp47, enquanto
nos estudos A3, A4, A5, A6, A7 e Al0 fazem uso do gene pol A e poucos estudos (A2, A3 e A6) fazem uso do gene 16S
rDNA, e apenas um estudo o A9 faz uso do TP0319. No entanto, observa-se que a maioria dos estudos utilizam mais de um
gene, isto ocorre devido a uma nao padronizacao da técnica.

O estudo Al usou 0 PCR Nested especificamente para gene tpp47 de T. pallidum utilizando amostra de sangue total,
plasma, soro e swabs de lesdo, em 294 pacientes com suspeita de sifilis e 35 voluntarios saudaveis. As analises de amostras de
swabs de lesdo de pacientes com diagndstico de sifilis e de pacientes sem sifilis tiveram boa sensibilidade (82%) e
especificidade (95%) para a detec¢do do genoma de T. pallidum em pacientes com sifilis priméria e secundaria. J4 no sangue
total o genoma do T. pallidum apresentou uma baixa sensibilidade de 24%, mas uma boa especificidade (97%), o0 mesmo
ocorreu com o plasma e o soro sensibilidade de 18 e 14,7 e especificidade de 92 e 93 respectivamente. Esta diferenga na
sensibilidade pode resultar do uso de um gene alvo diferente tpp47 versus pol A e as condi¢cbes em que o sangue total foi
armazenado, pois ja foi demonstrado que o congelamento das amostras pode afetar a sensibilidade.

O estudo A2 avaliou diferentes amostras (swabs de Ulceras genitais, anais e orofaringeas) de pacientes com suspeita
de sifilis, buscando a deteccdo do T. pallidum, utilizou 0 PCR em tempo real comparando com microscopia em campo escuro e
sorologia, 0 gene pesquisado foi 0 16S rRNA, observou-se gque a sensibilidade e especificidade do PCR em tempo real foi de
100% para T. pallidum, quando comparado ao teste referéncia que é a microscopia de campo escuro. O PCR parece superior a
sorologia nas infec¢des iniciais por T. pallidum.

Na pesquisa A3 os alvos moleculares (pol A, 16S rDNA, tpN47) de microrganismo foram amplificados por meio de
PCR convencional, PCR Nested e PCR em tempo real em amostras de corddo umbilical de recém-nascido. Os trés genes
apresentam resultados semelhantes por PCR convencional; no caso de PCR nested e PCR em tempo real, o gene tpN47 exibiu
maior sensibilidade e especificidade em comparacdo aos genes pol A e 16Sr DNA, mostrando que o gene tpN47 pode ser
utilizado como alvo molecular para o diagnostico imediato da sifilis congénita. Corroborando com o estudo acima Grange et
al. (2012) utilizou o gene tpN47 para o diagndstico de Neurosifilis (SN) no LCR, em comparagdo com os testes diagndsticos
estabelecidos pela Organizagcdo Mundial da Saide (OMS), onde comprovou a capacidade do microrganismo de invadir 0 SNC
durante os estagios primarios da doenga.

Estudo feito com o gene tpN47, deu origem a resultados promissores e assim desenvolveu um gqPCR para detectar T.
pallidum subsp. pallidum sem reatividade cruzada com treponemas da flora comum da pele ou com patégenos associados a
infeccBes sexualmente transmissiveis (ISTs), para ser usado para detectar e quantificar o microrganismo em diferentes les6es e
estagios da doenga, constatando que na sifilis primaria existe um grande ndmero de microrganismos nas Ulceras, mas um
nimero baixo de cOpias no sangue; na sifilis secundaria ocorre aumento da bacteremia, enquanto na fase latente a bacteremia e
a carga treponémica sdo detectadas com menor frequéncia (Tipple et al.,2011).

Em A4 os pesquisadores realizaram duas técnicas de rea¢do em cadeia da polimerase (PCR) uma para cada gene (pol
A e tpp4T7), para a deteccdo de DNA de T. pallidum no liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com sifilis. Mostrou que o

tpp47 é mais sensivel (75,8% vs 69,7% do polA) e o pol A foi mais especifico 92,3% vs 86,8 do tpp47. Porém ainda ha


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i9.18478

Research, Society and Development, v. 10, n. 9, €59310918478, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i9.18478

dificuldades de se determinar qual é a melhor técnica a ser usada pois os resultados variam de acordo com o estagio da sifilis
em especial na sifilis latente.

Além disso, o estudo A5 investigou 0 método PCR nested e o PCR convencional para os genes (pol A e tpp47) em
amostras de sangue total de pacientes com diferentes fases da sifilis (primaria, secundaria e latente). O ensaio de PCR nested
com os dois alvos (pol A etpp47), detectou DNA T. pallidum em 53,6% e 62,9% dos pacientes com sifilis primaria e
secundaria, respectivamente, o que foi muito superior aos niveis de deteccdo em pacientes com sifilis latente (7,4%).
Indicando que o PCR nested é um método sensivel para detectar DNA T. pallidum no sangue, especialmente em pacientes com
sifilis priméria e sifilis secundaria. A pesquisa feita por A4 vem amparar o estudo A5, quanto ao beneficio do PCR utilizando
dois genes alvos (pol A e tpp47) para deteccdo de DNA de T. pallidum em pacientes com sifilis primaria e secundaria.

Até o momento, nenhum gene especifico foi recomendado como um alvo padrao-ouro para PCR do T. pallidum. No
entanto, os genes tpp47 e pol A sdo os alvos mais promissores atualmente.

A6 avaliou o desempenho de 3 PCR uma para cada gene (pol A, tpp47 e 16S rDNA) e o teste soroldgico de pacientes
adultos com Ulceras ano genitais. Os testes moleculares e a sorologia ndo se correlacionaram bem, obteve concordancia de
52,3%. As sensibilidades dos ensaios de PCR (pol A, tpp47 e 16S rDNA) e sorologia (VDRL) foram 71,6%, 57,5%, 57,5% e
67,2% e especificidade de 100%, 100%, 100% e 86,4% respectivamente. A combinacdo de PCR e sorologia pode oferecer
informagdes valiosas para o diagnostico de sifilis em pacientes que apresentam Ulcera ano genital, evitando complicagdes
clinicas adicionais e transmissao da doenca.

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

O estudo A7 investigou a viabilidade do PCR nested (dois pares de primers para o gene pol A) para identificar DNA
de T. pallidum em diferentes amostras (Swabs de Ulcera, sangue total, LCR, soro e sangue do l6bulo da orelha) de pacientes
com sifilis em qualquer fase. Entre os tipos de sifilis, a maioria das amostras testadas com PCR nested mostrou resultado
positivo para 71,7%, incluindo sangue do I6bulo da orelha (92,0%), liquido cefalorraquidiano (LCR) (90,2%), esfregacos de
lesdo (74,3%), soro (66,9%) e sangue total (64,2%). N&o foram observadas diferencas significativas em amostras positivas para
sangue total, soro e esfregacos de lesdo entre a sifilis primaria e secundaria, porém houve diferenca entre sifilis terciaria,
latente e neurosifilis. O PCR nested pode ser usado para identificar o DNA de T. pallidum de diferentes amostras de pacientes
sifiliticos, mas a limitagfes como diferentes tamanhos de amostras.

Em outro estudo, A8 analisou o desempenho de duas técnicas, um novo ensaio PCR em tempo real comercial
comparando com o ensaio de PCR nested, o DNA foi extraido de esfregagos genitais e mucosos coletados de pacientes com
lesbes mucocutdneas. O PCR em tempo real detectou o T. pallidum com uma sensibilidade de 80% e uma especificidade de
98,8%. Em comparacdo com o ensaio de PCR nested (tpp47) que teve uma sensibilidade de 84% e uma especificidade de
100%, a concordancia entre os dois ensaios foi muito boa (92,5%). A sensibilidade dependeu da localizagdo da lesdo. Este
resultado foi comparado com o padrao ouro, ou seja, diagnostico final de sifilis com base no exame clinico e testes soroldgicos.
Mostrou que o ensaio PCR em tempo real é adequado para detectar T. pallidum em uso de rotina e facilita a detec¢do rapida
simultanea de patogenos relevantes em um contexto de lesGes suspeitas de sifilis. As analises feitas pelos estudos A4 e A5
corroboram com a pesquisa mostrando que a PCR nested é relevante para deteccdo da sifilis pois mostrou uma boa
sensibilidade e especificidade.

A andlise do estudo A9 foi realizada em populacdo suspeita de sifilis em diferentes amostras, swabs de Ulceras

cutaneas, Ulceras orofaringeas, Ulceras ano genitais, Ulceras sem localizacdo e sangue total, comparando com os métodos
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soroldgicos (ndo treponémicos — RPR e treponémicos - TPPA, ELISA e analise de Western Blot (WB) de IgM e IgG e com
DNA de PCR usando alvos TP0136, TP0548, TP0705, genes 23SrRNA, TP0319 (tmpC) e TP0105 (pol A). Houve
concordancia de 59,6% entre os testes de sorologia e PCR para todo o conjunto de amostras. A Sensibilidade, especificidade
para a sorologia foi de 89,3% e 100% e para PCR 72,3% e 100% respectivamente.

Esses resultados sdo comparaveis com os resultados relatados por Noda et al (2019), os dados revelaram que PCR e
sorologia ndo se correlacionaram bem (concordancia = 52,3%), mostrou que a combinacdo de PCR e sorologia pode oferecer
informacdes valiosas para o diagnostico de sifilis, evitando complicacdes clinicas adicionais e transmissdo da doenca.

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

do diagnostico de sifilis e assim evitar a sua transmissao.

4. Consideracdes Finais

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

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

Em relagdo aos testes moleculares o ensaio PCR nested demonstrou ser promissor tendo boa sensibilidade e
especificidade no diagnostico da sifilis priméria e secundaria em conjunto com a sorologia para evitar complicagdes clinicas e

transmissdo da doenca, dessa forma impedir o agravamento da epidemia.
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