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GLOSARIO

T. pallidum = Treponema pallidum.

VIH= Virus de la inmunodeficiencia humana.

PCR= Reaccidn en cadena de la polimerasa.

gPCR= Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

TagMan®= Sonda de hidrdlisis que se basa en la actividad de la exonucleasa 5°-3" TAQ

polimerasa y el videojuego Pac-Man (Taq polimerasa + Pac-Man = TagMan®).

ADN = Acido desoxirribonucléico.

Pb = pares de bases
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Identificacion de Treponema pallidum spp., pallidum mediante una sonda tipo
TagMan®, utilizando el gen polA en bloques de parafina positivos por
inmunohistoquimica

GAMA A., HERNANDEZ-CASTRO R.,, TOUSSAINT S., CARRILLO E., FERNANDEZ R., MORENO-COUTINO G.
INTRODUCCION: La sifilis es una enfermedad infectocontagiosa, sistémica de transmision sexual, causada
por la espiroqueta Treponema pallidum spp., pallidum.1
Existen diferentes técnicas para realizar el diagnéstico de la espiroqueta incultivable Treponema pallidum.
Las pruebas tradicionales permiten la deteccion de la espiroqueta de manera directa e indirecta.
Indirectamente a través de pruebas serol6gicas que se dividen en dos categorias: treponémicas y no
treponémicas. Y de manera directa a través de la examinacion microscopica de T. pallidum proveniente de
alguna muestra clinica. Las pruebas seroldgicas no treponémicas presentan resultados falsos positivos (1 a
2%) por reaccion cruzada ya que los anticuerpos antifosfolipido que se detectan son producidos también en
respuesta a una variedad de condiciones que no se relacionan con la sifilis. Los resultados falsos negativos
son por el fendmeno de prozona que ocurre en 1 a 2% de los pacientes, especialmente en mujeres
embarazadas y en pacientes con VIH, particularmente en aquellos con cuentas bajas de CD4.*??

Las pruebas serolégicas treponémicas sirven para verificar la reactividad de pruebas no treponémicas y como
diagndsticas en pacientes que presentan pruebas no treponémicas no reactivas pero con signos y sintomas de
sifilis tardia.

Por otro lado, las pruebas de identificacion directa como la microscopia de campo obscuro y la
inmunohistoquimica son operador dependiente. Presentan limitada sensibilidad y el no encontrar la
espiroqueta a través de estos métodos no excluye la infeccién por sifilis.?

Por Gltimo el desarrollo de herramientas moleculares ha revolucionado el diagndstico de la sifilis en los
ultimos afios. El uso de marcadores genéticos especificos de este microorganismo ha facilitado el diagndstico
maés rapido, certero y preciso. Técnicas como la PCR en punto final o PCR en tiempo real (QPCR) de
diagnéstico cuantitativo ha permitido contar con pruebas que han acortado el tiempo de identificacion de este
microorganismo. Si bien, hace unos afios los costos de estas pruebas moleculares eran altos, hoy en dia se han
reducido enormemente siendo mas accesibles para los laboratorios.

OBJETIVO: Determinar el porcentaje de muestras positivas con PCR punto final y tiempo real de muestras
embebidas en parafina positivas por inmunohistoquimica para T. pallidum spp., pallidum mediante una sonda
de hibridacién tipo TagMan®.

MATERIAL Y METODOS: Disefio observacional, descriptivo, prolectivo y transversal. Poblacion de
estudio: muestras de piel embebidas en parafina del departamento de dermatopatologia del Hospital General
Dr. Manuel Gea Gonzalez por medio de una base de datos de 125 biopsias de piel entre los afios 1993 a 2015
en cuyo registro se incluia la palabra sifilis o sifilitico, como antecedente, diagnéstico clinico, histolégico,
comentario o exclusion de la enfermedad. De éstas 125 biopsias, se eligieron aquellas positivas por
inmunohistoquimica para T. pallidum spp., pallidum. Resultando en una muestra por conveniencia de 17
bloques de parafina. Se extrajo el ADN de estas muestras y se sometié a reaccion en cadena de la polimerasa
punto final y tiempo real (sonda TagMan®) para identificar el gen polA.

RESULTADOS: Utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa punto final 11 muestras (64.70%)
resultaron positivas y 6 muestras (35.29%) resultaron negativas. Cuando se realizé la reaccion en cadena de
polimerasa mediante una sonda tipo TagMan® el 100% de las muestras resultaron positivas. La cantidad
minima de espiroquetas detectada por muestra fue de 2.

CONCLUSIONES: Partiendo de que resulta técnicamente desafiante la extraccion de ADN de muestras
clinicas embebidas en bloques de parafina, como es el caso de los 17 especimenes recopilados en un periodo
de 22 afos en nuestro estudio, se opt6 por detectar a través de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real a través de una sonda tipo TagMan® el gen polA. Se seleccion6 el gen polA por ser el blanco genémico
con mayor especificidad, asimismo se prefirid la reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real por ser un
método con bajo riesgo de contaminacion capaz de dectar un minimo de dos espiroquetas por muestra.

En el 100% de las muestras se obtuvo un resultado positivo. Detectandose, como lo reporta la literatura, un
minimo de dos Treponemas en 100 ng de ADN. Al modificar la variable de la reaccién en cadena de
polimerasa a su version en punto final, se obtuvo que 11 muestras (64.70%) presentaban infeccién por T.
pallidum spp., pallidum, sin embargo no pudo identificarse el material genético de la espiroqueta en las 6
muestras restantes (35.29%).



Las técnicas utilizadas en este estudio en los casos en donde Treponema se manifiesta clinicamente en piel y/o

liquidos corporales son de gran utilidad.
Sugerimos que la mejor manera de diagnosticar sifilis primaria 0 secundaria es a través de la identificacion

del gen polA por medio de reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real.

PALABRAS CLAVE: sifilis, Treponema pallidum spp., pallidum, diagnéstico molecular, gPCR, polA



Treponema pallidum spp., pallidum identification by a TagqMan® probe using the polA gene in paraffin
embeded biopsies positive for immunohistochemistry

GAMA A., HERNANDEZ-CASTRO R., TOUSSAINT S., CARRILLO E., FERNANDEZ R., MORENO-COUTINO G.

INTRODUCTION: Syphilis is a systemic and sexually transmited infectious disease caused by Treponema
pallidum spp., pallidum.

There are many laboratory techniques to detect the uncultivable spirochaete Treponema pallidum. Usual
laboratory diagnostic tests can identify the microorganism on a direct and on a indirect way. Indirectly by
serologic tests that are divided in two categories: treponemic and non treponemic. And directly by
microscopic examination of T. pallidum from a clinical specimen. Serologic non treponemic tests show false
positive results (1-2%) by crossreaction of the produced antiphospholipid antibodies in response to a variety
of non-syphilis related conditions. False negative results are consequence of the prozone phenomenon which
occurs on 1 to 2% of patients, specially on pregnant woman and on HIV patients with low CD4 counts.
Serologic treponemic tests are usefull to verify non treponemic tests reactivity and in patients with negative
non treponemic tests but with late syphilis signs and symptoms.

On the other side, direct tests like dark-field microscopy and immunohistochemistry require a great deal of
experience and expertise. Their sensibility is limited, and the fact of not finding the spirocheteae does not
exclude the infection. Finally, the developement of new molecular tools has revolutionized syphilis diagnosis
on the last years. Microorganism specific genetic markers have simplified syphilis diagnosis, making it faster,
more accurate and precise. Techniques like conventional PCR or quantitative real time PCR reduced the time
on which the microorganism is identified. Few years ago, prices of these molecular tests where unreachable,
nowdays they are affordable for numerous laboratories.

OBJETIVE: To determine the porcentage of positive T. Pallidum spp., pallidum immunohistochemistry
paraffin embeded skin biopsies with conventional PCR and real time PCR using a TagMan® probe.

MATERIAL AND METHODS: Observational, descriptive, prolective and transversal study. Study
population: paraffin embedded biopsies from the dermatopathology department of the Hospital General Dr.
Manuel Gea Gonzalez from a database of 125 biopsies between 1993 and 2015 which contained the words
syphilis or shyphilitic, as previous history, clinical or histopathological diagnosis, or exclusion diagnosis .
From these 125 biopsies, the immunohistochemistry positive ones for T. pallidum spp., pallidum where
chosen. With a convinience sample of 17 paraffin embeded biopsies. DNA was extracted and processed by
conventional polymerase chain reaction and real-time PCR with a TagMan® probe to identify polA gene.

RESULTS: Using conventional polymerase chain reaction we got 11 positive (64.70%) and 6 (35.29%)
negative samples. When used real time polymerase chain reaction with a TagMan® probe 100% of samples
derived positive. The minimum of spirocheteae detected by sample were 2.

CONCLUSION: From the standpoint that it is technically difficult to extract DNA from paraffin embeded
biopsies, like the 17 samples colected in a 22 year period in our study. We chosed to detect by a TagMan®
probe with real time PCR the polA gene. The polA gene was selected because it is a genomic target with
exceptional specificity, furthermore real time PCR was chosen because is a technique with low contamination
risk, capable to detect a minimun of 2 spirocheteae by sample.

We had positive results in 100% of the clinical samples. Detecting, like the literature, a minimum of two
treponemes on 100 ng of DNA. When conventional PCR was used, 11 samples (64.70%) resulted with T.
pallidum spp., pallidum infection, however the technique wasnt able to detect the organism on the other 6
samples (32.29%).

The techniques employed are really effective where the clinical manifestations of Treponema in skin or
chorporal fluids can be seen. We suggest so, that the best way to diagnose primary or secondary syphilis its
by identifying polA gen by real time PCR.

KEYWORDS: syphilis, Treponema pallidum spp., pallidum, molecular diagnosis, gPCR, polA.



INTRODUCCION

La sifilis es una enfermedad infectocontagiosa, sistémica de transmisidn sexual, causada por la espiroqueta
Treponema pallidum spp., pallidum.1

Existen diferentes técnicas para realizar el diagnéstico de la espiroqueta incultivable Treponema pallidum.
Las pruebas tradicionales permiten la deteccion de la espiroqueta de manera directa e indirecta.
Indirectamente a través de pruebas serol6gicas que se dividen en dos categorias: treponémicas y no
treponémicas. Y de manera directa a través de la examinacion microscopica de T. pallidum proveniente de
alguna muestra clinica. Las pruebas seroldgicas no treponémicas presentan resultados falsos positivos (1 a
2%) por reaccion cruzada ya que los anticuerpos antifosfolipido que se detectan son producidos también en
respuesta a una variedad de condiciones que no se relacionan con la sifilis. Los resultados falsos negativos
son por el fendmeno de prozona que ocurre en 1 a 2% de los pacientes, especialmente en mujeres
embarazadas y en pacientes con VIH, particularmente en aquellos con cuentas bajas de CD4.*??

Las pruebas seroldgicas treponémicas sirven para verificar la reactividad de pruebas no treponémicas y como
diagndsticas en pacientes que presentan pruebas no treponémicas no reactivas pero con signos y sintomas de
sifilis tardia.

Por otro lado, las pruebas de identificacion directa como la microscopia de campo obscuro y la
inmunohistoquimica son operador dependiente. Presentan limitada sensibilidad y el no encontrar la
espiroqueta a través de estos métodos no excluye la infeccién por sifilis.?

Por tltimo el desarrollo de herramientas moleculares ha revolucionado el diagndstico de la sifilis en los
ultimos afios. El uso de marcadores genéticos especificos de este microorganismo ha facilitado el diagnéstico
maés rapido, certero y preciso. Técnicas como la PCR en punto final o PCR en tiempo real (qQPCR) de
diagnéstico cuantitativo ha permitido contar con pruebas que han acortado el tiempo de identificacion de este
microorganismo. Si bien, hace unos afios los costos de estas pruebas moleculares eran altos, hoy en dia se han

reducido enormemente siendo mas accesibles para los laboratorios.

OBJETIVO
Determinar el porcentaje de muestras positivas con PCR en tiempo real de muestras
embebidas en parafina positivas por inmunohistoquimica para T. pallidum spp., pallidum

mediante una sonda de hibridacion tipo TagMan®.



MATERIAL Y METODOS

Se eligieron muestras de piel embebidas en parafina del departamento de dermatopatologia
del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez por medio de una base de datos de 125
biopsias de piel entre los afios 1993 a 2015 en cuyo registro se incluia la palabra sifilis o
sifilitico, como antecedente, diagndstico clinico, histoldgico, comentario o exclusion de la
enfermedad.

De éstas 125 biopsias, se eligieron aquellas positivas por inmunohistoquimica para T.
pallidum spp., pallidum. Resultando en una muestra por conveniencia de 17 bloques de

parafina.



NUmero Registro
de de Sexo Edad VIH | VDRL Diagnéstico clinico Diagnéstico histolégico
muestra Muestra
. o Dermatitis de interfaz liquenoide superficial y profunda
1 1832-13 M 32 NA + Secundarismo sifilitico Vs Verruga vulgar
Chancroide Vs o
2 636-11 M 29 + NA . Chancro sifilitico
Herpes genital
) ) Estomatitis psoriasiforme con infiltrado linfoplasmocitario
3 71-12 M 51 NA + Papilomatosis oral o
superficial
. . Dermatitis perivascular superficial por linfocitos con minimo
4 718-15 M 27 NA NA Secundarismo sifilitico )
dafio de interfaz vacuolar
Secundarismo sifilitico Vs Erupcién Dermatitis de interfaz liquenoide por linfocitos y células
5 397-14 M 27 + NA . . ) . ) »
morbiliforme viral o por farmacos plasmaticas por infeccion por treponema
6 776-12 M 23 + NA Psoriasis Vs Sifilis Vs Eritema multiforme Secundarismo sifilitico
7 723-12 F 1mes NA NA Psoriasis Sifilis cutanea congénita
8 860-11 M 28 + NA Reaccion a medicamentos Secundarismo sifilitico
9 1896-14 M 62 NA - Eritema polimorfo Vs Secundarismo sifilitico Secundarismo sifilitico
852274- . . Dermatitis de interfaz vacuolar liquenoide con infiltrado
10 M 53 - + Secundarismo sifilitico ) ] ) .
14 inflamatorio de células plasmaticas.
o . . Dermatitis perivascular superficial por linfocitos y células
11 155-12 M 51 NA + Psoriasis plantar Vs Secundarismo sifilitico .
plasmaticas
Secundarismo sifilitico Vs Psoriasis Vs Dermatitis psoriasiforme y espongiforme superficial con
12 169-14 M 37 + NA o ) ) .
Parapsoriasis cumulos de paraqueratosis y neutréfilos
Secundarismo sifilitco Vs Dermatosis Secundarismo sifilitico con infiltrado linfoide liquenoide
13 859-14 M 47 NA + - ) o .
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16 1053-14 M 21 + NA Primosecundarismo sifilitico Secundarismo sifilitico
. . o . Dermatitis de interfaz liquenoide por linfocitos y células
17 2274-14 M 43 NA NA Eritema multiforme Vs Sifilis secundaria .
plasmaticas

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes. “M”: masculino, “F” : femenino, “NA” :

No aplica, “+” : positivo, “-”: negativo.




EXTRACCION DE ADN Y AMPLIFICACION DE PCR

Se realizo la extraccion del ADN total de 17 bloques de parafina con inmunohistoquimica
positiva para T. pallidum.

Las muestras fueron colocadas en tubos de 1.5 ml estériles. Cada muestra contenia 10
cortes de 5 micras de grosor de tejido embebido en parafina. Para desparafinar el tejido se
agrego 1.2 ml de xilol y se mezcl6 de forma vigorosa. Se centrifugd a 13 mil rpm por 5 min
a temperatura ambiente (25°C) y el sobrenadante fue eliminado. La pastilla de tejido fue
lavada con etanol al 96% (1.2 ml) para eliminar el xilol, se mezclé suavemente y se
centrifugé a 13 mil rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Este Gltimo paso fue
realizado dos veces. El sobrenadante se elimind y el tejido se colocé a 37°C hasta estar
completamente seco.

La extraccion de ADN se realiz6 utilizando el sistema comercial DNeasy Blood and Tissue
de Qiagen (Qiagen, Ventura, CA. USA). Brevemente, al tejido sin parafina y seco se le
agrego6 180 ml de solucion de lisis ATL y 40 ml de proteinasa K y se incub6 a 56°C por 12
h.

Posteriormente se adicionaron 200 ml de la solucion AL y 200 ml de etanol al 96%
mezclando suavemente, para despues colocar la muestra en una columna de afinidad y
centrifugar a 8 mil rpm durante 1 min. La columna que contienia el ADN fue lavada con la
solucion AW1 (500 ml) y centrifugada a 8 mil rpm durante 1 min, un nuevo lavado fue
realizado con la solucion AW2 (500 ml) y centrifugado a 13 mil rpm durante 1 min.

El ADN se obtuvo al colocar 50 ml de agua estéril en la columna y centrifugar a 13 mil rpm
durante 1 min.

El ADN fue visualizado en el gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio para
determinar su pureza, concentracion e integridad. Posteriormente la concentracion de DNA
fue determinada utilizando un espectofotometro de luz ultravioleta de 260 nm-280 nm y se
utilizaron 100 ng de ADN total para amplificar el gen polA. Finalmente al ADN fue

almacenado a 4°C hasta su uso.

Identificacion molecular de T. pallidum spp., pallidum mediante PCR punto final
Se  utilizaron  iniciadores  especificos para el gen polA; Fl:  5-
TGCGCGTGTGCGAATGGTGTGGTC y R1: 5-CACAGTGCTCAAAAACG



CCTGCACG-3, que amplifican un fragmento de 377 pb.*

Con un volumen final de 25 pl para la reaccion de amplificacion, con 100 ng de templete
de DNA, 12. 5 ul de TopTaq Master Mix (Qiagen, Ventura, CA. USA), 100 pM de primers
c/u, y agua grado biologia molecular cbp., 25 pl. El protocolo de amplificacién incluyé una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 seg, 65°C
por 30 seg y 72°C por 40 seg, por ultimo una extension final a 72°C por 5 min. ElI producto
fue analizado a traves de reaccion en cadena de polimerasa en un gel de agarosa al 2%
teflido con bromuro de etidio. Se tomaron imagenes en un digitalizador GellLogic2000
(Carestream, Palo Alto CA. USA).

Identificacion molecular de T. pallidum spp. pallidum con PCR en tiempo real
mediante la deteccion del gen polA

La determinacion de T. pallidum fué realizada mediante la amplificacién de una region
variable del gen polA (110 pb), con los iniciadores (5-GGTAGAAGGGAGGG CTAGTA)
y (5-CTAAGATCTCTATTT TCTATAGGTATGG) y la secuencia TagMan® 5-FAM-
ACACAG CACTCGTCTTCAACTCC-BHQ1 (FAM es 6-carboxyfluoresceina y BHQL1 es
Black Hole Quencher). La reaccion de amplificacion contenia 0.5 umol/L de cada
iniciador, 10 umol/L de DNTP’s, 1.5 mmol/L de MgCI2 y 1x de buffer de PCR y 2
unidades de enzima TAQ polimerasa. Las condiciones de PCR incluyeron una
desnaturalizacion inicial de 93°C por 5 min; las condiciones de amplificacion consistieron
en 50 ciclos a 95°C por 30 seg., alineamiento de 55°C por 30 seg., y una extension a 72°C
por 30 seg. °

El punto de corte del control positivo o “cycle threshold” (CT) fue en el ciclo 36. Valores
de CT de 36 a 40 fueron considerados en la zona gris 0 muestras sospechosas. Estas
muestras seran analizadas de nuevo y consideradas positivas si el valor esta por debajo del
ciclo 40. Como control positivo se utilizé T. pallidum spp., pallidum cepa SS14 (Atlanta,
USA; 1977) y como control negativo Leptospira interrogans. La amplificacion fué
realizada en un equipo Light Cycler 48011 (Roche).

Para la determinacion del nimero de copias en cada muestras 0 nimero de genomas de T.
pallidum spp., pallidum se construyé una curva estandar utilizando el ADN de T. pallidum
spp., pallidum cepa SS14 a diferentes concentraciones. Posteriormente se utilizd el

programa Light Cycler 48011 (Roche), asi como el tamafio del genoma de T. pallidum spp.,



pallidum cepa SS14 (1,11 E+06 pb), aplicado a la siguiente formula: donde n es el nimero
de pares de bases,mes la masa del ADN,Nes,,nimero de Avogadro's

(6,02x10 % pb/mol) y M es el peso molecular medio de una base/par (610 g/mol).



RESULTADOS

Se realizo la extraccion de ADN total de las muestras de piel embebidas en parafina.
Posteriormente se determiné la concentracion de ADN mediante espectrofotometria. Se
encontraron muestras con ADN total de hasta 477.5 ng como limite mayor y 14.5 como
limite menor (Tabla 2). Se utilizaron 100 ng de ADN total para las reacciones de PCR en

punto final y tiempo real.

Numero de Muestra Concentracion de
muestra (20 mg) ADN total (ng/pl)
1 1832-13 29. 6545
2 636-11 193.2545
3 71-12 14.584
4 718-15 67.3345
5 397-14 14.5435
6 776-12 54.62
7 723-12 58.004
8 860-11 45.5035
9 1896-14 31.5835
10 852274-14 47.8085
11 155-12 94.165
12 169-14 27.8555
13 859-14 112.1585
14 664-11 58.2415
15 230-15 47751
16 1053-14 28.8455
17 2274-14 16.138

Tabla 2. Concentracion de ADN total de muestras embebidas en parafina.

Se sometio el ADN a reaccion en cadena de la polimerasa punto final para la identificacion
del gen polA (377 pb). Resultaron positivas 11 muestras (64.7%) y 6 negativas (35.29%).



Las muestras 636-11, 230-15, 71-12, y 859-14 fueron las que mostraron mayor rendimiento
en el PCR punto final (Figura 1y 2).

500 pb
400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

Figura 1. Identificacion de Treponema pallidum spp. pallidum mediante la
amplificacion de un fragmento de 377 pb del gen polA. Carril 1. Marcador de
peso molecular 100 pb DNA ladder. Carril 2. Muestra 859; Carril 3. Muestra
636; Carril 4. Muestra 723; Carril 5. Muestra 8522; Carril 6. Muestra 230;
Carril 7. Muestra 664; Carril 8. Muestra 155; Carril 9. Control negativo
(NTC) y Carril 10. Control positive T. pallidum spp. pallidum cepa SS14.
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200 pb

100 pb

«— 377 pb

Figura 2. Identificacion de Treponema pallidum spp. pallidum mediante la
amplificacion de un fragmento de 377 pb del gen polA. Carril 1. Marcador de
peso molecular 100 pb DNA ladder. Carril 2. Muestra 397; Carril 3. Muestra
1053; Carril 4. Muestra 169; Carril 5. Muestra 1896: Carril 6. Muestra 71-12;
Carril 7. Muestra 860; Carril 8. Muestra 1832; Carril 9. Muestra 1059 y
Carril 10. Control positivo T. pallidum spp. pallidum cepa SS14.



Para la identificacion de T. pallidum spp., pallidum mediante PCR en tiempo real utilizando
una sonda TagMan®, las muestras con 100 ng de ADN tota fueron analizadas para detectar
un fragmento blanco de 110 pb del gen polA. Después de utilizar un protocolo de 50 ciclos
con el sistema Light Cycler 48011 (Roche) se determinG que todas las muestras fueron

positivas a la presencia de T. pallidum spp., pallidum (Figuras 3y 4).

Figura 3. Deteccion del gel polA mediante PCR en tiempo real (QPCR), después de utilizar
un protocolo de 50 ciclos con el sistema LightCycler 48011 (Roche). Fluorografias de las
muestras clinicas y el control positivo (T. pallidum spp., pallidum SS14) donde se observa
la amplificacion de las muestras antes del punto de corte de 36 ciclos, asi como el control

negativo.



Figura 4. Deteccion del gel polA mediante PCR en tiempo real (QPCR), después de utilizar
un protocolo de 50 ciclos con el sistema LightCycler 48011 (Roche). Fluorografias de las
muestras clinicas y el control positivo (T. pallidum spp., pallidum SS14) donde se observa
la amplificacion de las muestras antes del punto de corte de 36 ciclos, asi como el control

negativo.

Por otro lado, se cuantifico el nUmero de genomas en cada muestra clinica, utilizando el
tamafno del genoma de T. pallidum spp., pallidum SS14, aplicando la formula: Genoma
1.11E+06 pb [1.22E-09 ng] mg= pb [1000*660]/ ndmero de Avogadro (Figura
5). Después de realizar la ecuacion a cada muestra se determind que el limite menor de
deteccion fue de 2.3 genomas en la muestra 169-14 y el mayor numero de genomas en la
muestra 71-12 con 2670 copias. Los resultados totales de nimeros de copias por muestras

se detallan en la tabla 3.



NUmero de PCR en punto PCR en tiempo
muestra Muestra final real
(100 ng) (+ 6 —paragen (ndmero de copias
polA) del gen polA)
1 1832-13 - 4.8
2 636-11 + 236
3 71-12 + 2670
4 718-15 - 13.3
5 397-14 - 8.9
6 776-12 + 95.4
7 723-12 - 26.7
8 860-11 - 21.1
9 1896-14 - 3.5
10 852274-14 - 13.9
11 155-12 - 6.48
12 169-14 - 2.3
13 859-14 + 132
14 664-11 - 14.2
15 230-15 + 65.3
16 1053-14 - 51.9
17 2274-14 - 40.1

Tabla 3. Concentracion de ADN de las muestras clinicas, PCR punto final (“+”: muestras
positivas para gen polA, “-”: muestras negativas para el gen polA) y determinacion de

numero de copias del genoma por muestra a traves de PCR en tiempo real.
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Figura 5. Determinacion de ndmero de copias de genoma por muestra clinica. Primera
ventana: desarrollo de curva estandar con 4 diferentes diluciones de ADN de T. pallidum

spp., pallidum SS14. Segunda ventana: muestras clinicas aplicando la formula para
numero de copias de genomas.



DISCUSION

El diagndstico adecuado de la sifilis depende de la combinacion de la presentacion clinica,
la historia de paciente, pruebas seroldgicas y pruebas de deteccion directa. Hasta el
momento no existe una prueba “gold estandar” por lo que pruebas como la microscopia en
campo obscuro y las pruebas de PCR son las mas utilizadas para la deteccion de T.
pallidum en lesiones o exudados.

El dnico método de identificacion directa de la espiroqueta no operador dependiente es el
de la amplificacion del acido nucléico por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa
el cual brinda un espectro amplio de sensibilidades diagnésticas (42 al 100%). ®”

Esta variabilidad en las sensibilidades reportadas se debe a que son varias las
caracteristicas que deben de considerarse: el tipo de muestra, método de PCR utilizado y

blanco genémico.

MUESTRA

Para el diagnostico se puede amplificar ADN de distintas muestras biologicas como
sangre completa, suero, orina, liquido cefalorraquideo, muestra de exudado del
I6bulo de la oreja, etc.

En la sifilis primaria, identificando el gen de 47-kDa en sangre completa, suero y
orina, las sensibilidades varian de 28%, 55%, 29%, respectivamente, y en la sifilis
secundaria varfan entre19-55%, 21-73%, 14-79%, 12-18%, respectivamente.

Se ha reportado que la sensibilidad del estudio es independiente del marcador
genetico y dependiente del tipo de espécimen clinico en donde se compararon
diferentes blancos genémicos.’

Una de las grandes ventajas de trabajar con tejidos fijados y embebidos en parafina
es que son estables a temperatura ambiente por grandes periodos de tiempo, faciles
de transportar comparado con tejidos frescos, los cuales son generalmente
procesados de inmediato a congelados. Asimismo, se puede almacenar este material
para realizar estudios clinicos 0 moleculares retrospectivos. Estas caracteristicas nos
permitieron utilizar muestras almacenadas del banco de muestras del servicio de

dermatologia del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzélez de 1993 al 2005.



Sin embargo, cabe destacar que extraer material genético de bloques embebidos en
parafina es un reto. Su éxito depende criticamente de factores como manejo de la
muestra previo a la fijacion, material y tiempo de fijacion, temperatura de

almacenaje y tinciones histologicas realizadas previamente.

PCR UTILIZADO

En las dos ultimas décadas se han descrito un gran nimero de métodos de PCR para
la deteccion del ADN de T. pallidum spp., pallidum. La reaccion en cadena de la
polimerasa multiple (multiplex-PCR) que detecta al mismo tiempo Haemophilus
ducreyi, T. pallidum y virus del herpes simple, y es el mas comunmente utilizado
(56.8%); seguido de la reaccion en cadena de la polimerasa punto final (PCR)
(21.6%); reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) (16.2%);
reaccion en cadena de la polimerasa anidada (nested PCR) (5.4%) **** y reaccién en
polimerasa por transcriptasa reversa (RT- PCR).*

Las ventajas que provee el PCR en tiempo real son que solamente con una cantidad
de 5 ul de ADN (10-100 ng) es capaz de proveer resultados cuantitativos rapidos,
puesto que la amplificacion y deteccion se realizan en el mismo tubo cerrado siendo
minimo el riesgo de contaminacion.***® La técnica es facil de realizar en la mayoria
de los laboratorios microbioldgicos y es posible aislar menos de 5 organismos por
muestra, en comparacion con el PCR punto final donde el limite inferior de
organismos detectables son de 10 a 50. El tiempo necesario para el analisis es de 30
minutos por muestra, en comparacion con 2 a 4 horas de la PCR punto final.*
Gayet-Ageron, et.al, en un metaanalisis compararon estos dos tipos de PCR
encontrando que la exactitud de ambos métodos moleculares era similar, sin

embargo la cantidad de estudios con qPCR era menor a la de PCR punto final.*°

BLANCO GENOMICO
Se han utilizado diferentes marcadores geneticos (Tpf-1, 16S rRNA, tpp47, bmp,
tmpA y tmpB) para la identificacion de T. pallidum spp., pallidum a traves de PCR

ya que es un factor crucial en la sensibilidad de deteccion.’® La seleccién de



iniciadores basados en estas secuencias requiere que se realicen pruebas
complementarias en un gran repertorio de organismos para verificar su
especificidad. El gen aislado con mayor frecuencia es el de 47-kDa (78.4%) *° el
cual necesita hibridacion para confirmar su especificidad. Al contrario de todos
estos genes, el gen de la polimerasa del ADN | (pol A), enzima importante en la
replicacion y reparacion, posee una secuencia gendémica bien descrita y conservada
en Treponema pallidum spp., pallidum, entre los microorganismos con

caracteristicas Ginicas en regiones ricas en cisteina. *

En este sentido nuestro trabajo permitio realizar dos ensayos de PCR, uno en punto final y
otro en tiempo real mediante una sonda de hibridacion TagMan®, utilizando el mismo
marcador genético, el gen polA.

Al utilizar PCR punto final en las 17 muestras positivas por inmunohistoquimica se obtuvo
un 35.29% (6 muestras de 17) de falsos negativos. Cuando se realizo la amplificacion de la
region polA mediante la secuencia TagMan® en un equipo Light Cycler 48011 (Roche) el
100% de las muestras resultaron positivas. El limite minimo de deteccion en 100 ng de
DNA fueron 2 espiroquetas, lo cual concuerda con el limite tedrico de deteccion del gen
polA con PCR en tiempo real de 200 organismos por ml o 2 organismos por PCR. *

Al momento de identificar el nGmero de copias de genoma de treponema en cada una de las
muestras clinicas se observo que las muestras con mayor rendimiento en el PCR en punto
final (859, 636, 230, 686 y 71-12, Tabla 3) mostraron el mayor nimero de copias. Lo que
confirma que estas muestras contenian en su ADN total una concentracion alta de
treponemas.

Asimismo los resultados muestran que las técnicas moleculares elegidas fueron capaces de
discriminar el ADN de las muestras que pertenecia a Treponema pallidum spp., pallidum
del ADN de la microbiota del hospedero, lo cual ilustra la importancia del gPCR en
lesiones sifiliticas de pacientes con VIH que pueden tener sobreinfeccion por otros
microorganismos.®

Por otro lado, cabe destacar la variedad de presentaciones clinicas observadas en este
estudio del “gran imitador”, el secundarismo sifilitico, que a pesar de en algunos casos,

contar con pruebas seroldgicas como VDRL, positivas, la impresion diagndstica clinicay la



descripcion histologica eran inciertas, siendo necesario una prueba confirmatoria, como la

inmunohistoquimica para poder realizar el diagnostico final.



CONCLUSIONES

Partiendo de que resulta técnicamente desafiante la extraccion de ADN de muestras clinicas
embebidas en blogues de parafina, como es el caso de los 17 especimenes recopilados en un
periodo de 22 afos en nuestro estudio, se opto por detectar a través de reaccion en cadena
de la polimerasa en tiempo real a través de una sonda tipo TagMan® el gen polA. Se
selecciond el gen polA por ser el blanco genémico con mayor especificidad, asimismo se
prefirio la reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real por ser un metodo con bajo
riesgo de contaminacion capaz de dectar un minimo de dos espiroquetas por muestra.

En el 100% de las muestras se obtuvo un resultado positivo. Detectandose, como lo reporta
la literatura, un minimo de dos Treponemas en 100 ng de ADN. Al modificar la variable de
la reaccion en cadena de polimerasa a su version en punto final, se obtuvo que 11 muestras
(64.70%) presentaban infeccion por T. pallidum spp., pallidum, sin embargo no pudo

identificarse el material genético de la espiroqueta en las 6 muestras restantes (35.29%).
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