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Deteccdo de Treponema pallidum em amostras de sangue fixadas em cartdo para
diagnostico da sifilis congénita
Detection of Treponema pallidum in blood samples fixed on card for diagnosis of congenital syphilis

Deteccion de Treponema pallidum en muestras de sangre fijadas en tarjeta para diagndéstico de

sifilis congénita

Recebido: 06/08/2021 | Revisado: 13/08/2021 | Aceito: 15/08/2021 | Publicado: 17/08/2021

Vera Mileide Trivellato Grassi

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0987-5084

Universidade Luterana do Brasil, Brasil

E-mail: vmgrassi@hotmail.com

Rafaela Caroline Clarinda Melo

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-1945-4072

Universidade Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre, Brasil
E-mail:rafaelaccm@gmail.com

Liliane Trivellato Grassi

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0768-943X

Universidade Brasil, Brasil

E-mail:lilianegrassi@hotmail.com

Marcia Susana Nunes Silva

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8854-582X

DNTech — Desenvolvimento de Novas Tecnologias LTDA, Brasil
E-mail: marcia_susana@hotmail.com

Maria Lucia Rosa Rossetti

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9672-9394

Universidade Luterana do Brasil, Brasil

E-mail: maria.rossetti@ulbra.br

Resumo

A sifilis congénita (SC) é uma doenca de transmissdo vertical causada pelo Treponema pallidum provocando uma
infecgdo do bebé ainda no uUtero. O diagndstico da SC € dificil e tem sido feito por uma combinacdo de critérios
clinicos e laboratoriais, 0 que torna necessério a busca por novos métodos de diagnéstico para auxiliar a tomada de
decisdo. Os testes moleculares, apesar de ainda ndo serem rotina nos laboratérios, estdo sendo cada vez mais
utilizados. A etapa pré-analitica de coleta da amostra, extracdo e preservacdo do DNA é fundamental. O uso de sangue
fixado em cartdo (SFC) tem sido uma alternativa no diagnéstico de varias doengas pela facilidade na execugdo da
etapa pré-analitica. Nosso trabalho teve como objetivo detectar T. pallidum por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
a partir de SFC de recém-nascidos que tiveram resultado positivo no PCR com a amostra de liquido cefalorraquidiano
(LCR). Foram analisadas 82 amostras pareadas (sangue e LCR) de 41 RN na do Hospital da Crianga Santo Anténio
(HCSA), de Porto Alegre, RS, Brasil, sendo 22 positivas e 19 negativas. A sensibilidade e especificidade foram 63,3%
e 100%, respectivamente. A concordancia entre os métodos foi substancial (K=0,619), mostrando que a PCR
diretamente de SFC pode ser promissora, desde que aperfeicoada sendo uma possibilidade de diagnosticar a SC e
facilitar a triagem neonatal.
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Abstract

Congenital syphilis (CS) is a vertically transmitted disease caused by Treponema pallidum causing an infection of the
baby in the uterus. Diagnosis of CS is difficult and has been made by a combination of clinical and laboratory criteria,
which makes it necessary to search for new diagnostic methods to aid decision making. Molecular tests, despite not
being routine in laboratories, are being used more and more. The pre-analytical stage of sample collection, DNA
extraction and preservation is essential. The use of fixed blood on a card (SFC) has been an alternative in the
diagnosis of various diseases due to the ease of carrying out the pre-analytical stage. Our study aimed to detect T.
pallidum by polymerase chain reaction (PCR) from CFS of newborns that had a positive PCR result with the
cerebrospinal fluid (CSF) sample. . Eighty-two paired samples (blood and CSF) were analyzed from 41 NB at the
Hospital da Crianca Santo Antdnio (HCSA), in Porto Alegre, RS, Brazil, 22 positive and 19 negative. Sensitivity and
specificity were 63.3% and 100%, respectively. The agreement between the methods was substantial (K=0.619),
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showing that PCR directly from CFS can be promising, as long as it is improved, it is a possibility to diagnose CS and
facilitate neonatal screening.
Keywords: Congenital syphilis; PCR; Diagnosis; Treponema pallidum.

Resumen

La sifilis congénita (SC) es una enfermedad de transmisién vertical causada por Treponema pallidum que causa una
infeccidn del Gtero en el bebé. El diagnostico de SC es dificil y se ha realizado mediante una combinacion de criterios
clinicos y de laboratorio, lo que hace necesaria la bisqueda de nuevos métodos diagnosticos que ayuden a la toma de
decisiones. Las pruebas moleculares, a pesar de no ser una rutina en los laboratorios, se utilizan cada vez mas. La
etapa preanalitica de recoleccién de muestras, extraccién y preservacion del ADN es esencial. El uso de sangre fijada
en tarjeta (SFC) ha sido una alternativa en el diagnoéstico de diversas enfermedades debido a la facilidad para realizar
la etapa preanalitica. Nuestro estudio tuvo como objetivo detectar T. pallidum por reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) de SFC de recién nacidos que tuvieron un resultado de PCR positivo con la muestra de liquido cefalorraquideo
(LCR). Se analizaron 82 muestras pareadas (sangre y LCR) de 41 RN del Hospital da Crian¢a Santo Antdnio
(HCSA), en Porto Alegre, RS, Brasil, 22 positivas y 19 negativas. La sensibilidad y la especificidad fueron 63,3% y
100%, respectivamente. La concordancia entre los métodos fue sustancial (K = 0,619), lo que demuestra que la PCR
directamente del SFC puede ser prometedora, siempre que se mejore, es una posibilidad para diagnosticar el SC y
facilitar el cribado neonatal.

Palabras clave: Sifilis congénita; PCR; Diagnostico; Treponema pallidum.

1. Introducéo

A sifilis € uma infeccdo sexualmente transmissivel (IST), grave, infectocontagiosa e sistémica, causada pelo
Treponema pallidum (Macedo et al.,2015).

Em 2016, a ocorréncia da sifilis em gestantes no mundo foi de quase um milhdo de casos. Entre estes casos, houve
143 mil abortamentos ou mortes fetais, 14 mil mortes neonatais, 41 mil prematuros ou com baixo peso ao nascer, por fim, 109
mil recém-nascidos (RN) infectados desenvolveram complicages clinicas. Nos paises onde o investimento em satde é menor,
0 acesso aos servigos de satide também é mais dificil, incluindo os cuidados pré-natais. (WHO, 2020).

Existe uma tendéncia mundial para redugdo nas taxas de sifilis congénita (SC) nos Gltimos anos, mas esta tendéncia
ndo esta sendo observada nas Américas e no Mediterrdneo Oriental, que apresentaram aumento destas taxas. O aumento
observado nas Américas vem ao encontro do aumento no ndmero de casos de sifilis adquirida identificado na populacdo geral
desta regido nos ultimos anos (Ghanem, Ram & Rice, 2020).

No Brasil, de 1988 a junho de 2018, foram notificados no Sistema de Informagdes de Agravos de Notificacdo (Sinan)
188.445 casos de SC em menores de um ano. (Brasil, 2019)

As manifestagBes clinicas da SC podem surgir logo ap6s o nascimento, ou nos primeiros dois anos de vida. A
neurossifilis é observada em 40% a 60% das criancas nessa fase podendo evoluir para 6bito (Focaccia et al.,2015).

O diagndstico precoce da SC é importante para um melhor prognéstico. No entanto, o diagndstico muitas vezes é
dificil e ndo consegue definir com clareza uma infeccdo ativa, seja pela impossibilidade de cultivo do T. pallidum, ou pela falta
de precisdo dos testes soroldgicos (treponéminos ou ndo). (Sec. Est. de S&o Paulo, 2016).

Ao verificarmos as recomendacBes do CDC e das diretrizes europeias, identifica-se a multiplicidade de situac6es
maternas e nos recém-nascidos que podem ser encontradas na avaliagdo clinico-laboratorial de casos suspeitos. A
multiplicidade de testes a serem solicitados indica que a sensibilidade e a especificidade dos testes se encontram aquém do
ideal, e tal fato também se reflete na interpretacdo sempre relativa dos resultados. E plenamente justificada, portanto, a busca
por testes com maiores sensibilidade e especificidade e que possam auxiliar a tomada de decisdo clinica. (Janier et al.,2014,
Workowski & Bolan, 2015).

O sequenciamento genético do T. pallidum em 1998 (Weinstock, Hardham, McLeod & Sodergreen, 1988; Fraser et
al.,1988) impulsionou o desenvolvimento de testes moleculares, principalmente os baseados na amplificacdo por reacdo em

cadeia da polimerase (PCR) para detectar regides especificas desta bactéria (Fraga et al., 2014). Os dois genes mais utilizado
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para amplificagdo tem sido o polA (DNA polimerase) e o tpp47, gene que codifica uma proteina de membrana envolvida na
sintese da parede celular com sensibilidade e especifidade semelhantes. As amostras mais utilizadas para deteccdo do T.
pallidum séo liquido cefalorraquidiano (LCR), soro, sangue total e até sangue de cordao umbilical ( Pinilla, Chavarro, Moreno,
Navarrete & Mufioz, 2015; Pinilla, Campos, Duran, Navarrete & Mufioz, 2018; Theel, Katz & Pillay, 2020).

O uso de sangue fixado em cartdo (SFC) para coletar, transportar e extrair DNA de amostras fixadas tem sido relatado
para diagnéstico de varias doencas como a tuberculose, a leishmaniose, sarampo e rubéola (Ali, Bello, Rossetti, Krieger &
Costa, 2020; Mota, Venazzi, Zanzarini, Aristides, Lonardoni & Silveira, 2020; Bankamp et al.,2019). Este método é ideal para
diagnosticar infecgBes com custos baixos, e volumes minimos de sangue envolvidos e capacidade de armazenamento e
transporte a temperatura ambiente. (Iroh Tam et al.,2018).

No Brasil, esses cartdes também séo utilizados para coleta de sangue de RN para a triagem neonatal (teste do pezinho)
que inclui o diagnéstico de doencas metabolicas, congénitas e infecciosas (Brasil, 2021).

Nosso trabalho abordard a utilidade da coleta de sangue do recém-nascido e este ser fixado em cartdo para detec¢do de
DNA de T. pallidum para verificar a presenca de sifilis congénita, comparando com o mesmo procedimento em amostras de
LCR e testes sorolégicos de recém-nascidos de méaes com e sem sifilis.

Desta forma o objetivo deste trabalho foi detectar a sifilis congénita através da presenca de DNA do T pallidum por
PCR em amostras de sangue total fixadas em cartdo e comparar com o LCR de recém-nascidos. Avaliar o0 comportamento da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a detec¢do do genoma de T. pallidum nas diferentes amostras de recém-nascidos
em diferentes situacdes de risco para sifilis congénita, determinar a concordancia entre as duas técnicas e determinar a

sensibilidade e especificidade, do método de PCR para diagnéstico de sifilis congénita.

2. Metodologia

Este é um estudo experimental e transversal. Foram coletadas 41 amostras de sangue total de recém-nascidos, sendo
22 amostras de recém-nascidos de maes com diagndstico de sifilis, (segundo os critérios do CDC e das diretrizes europeias
(Janier et al.,2014; Workowski et al.,2015) e com PCR de LCR positivo, e 19 amostras de sangue total de recém-nascidos, com
indicacdo de coleta de sangue e liquor para investigacdo de sepse neonatal precoce, ou TORCH (Toxoplasmose, Rubéola,
Citomegalovirus, e virus Herpes simples), de maes sem suspeita de sifilis (usados como controle), na maternidade do Hospital
da Crianca Santo Antdnio, de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. O diagnostico de sifilis nas mées foi realizado por testes
laboratoriais soroldgicos (RPR), e clinicos realizados por equipe de profissionais do préprio hospital. Todos os RN fizeram o
teste RPR (rapid plasma reagin) no sangue.

As amostras foram enviadas para o laboratorio de biologia molecular da Ulbra Canoas, onde foram realizados de
agosto de 2019 a junho de 2020 os testes de PCR.

O projeto foi aprovado pela CEP da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (2.547.348 ) e do
HCSA (3.432.633).

Extracdo de DNA

Foi distribuido 40 ul de sangue no cartdo FTA Elute® (Whatman™) e secado a temperatura ambiente. A extracdo de
DNA do cartéo foi realizada com dois discos de seis mm removidos do cartdo (conforme instrucGes do fabricante).

O DNA de LCR foi extraido com Kit PureLink® Genomic (Invitrogen®, Thermo Fisher Scientific, EUA), conforme

instrucGes do fabricante.
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Deteccéo do T. pallidum por PCR

A deteccdo de T. pallidum foi realizada pela técnica de PCR convencional utilizando os primers KO3 (5
GAAGTTTGTCCCAGTTGCGGTT-3") e KO4 (5CAGAGCCATCAGCCCTTTTCA 3’°) que amplificam um segmento de
260 pb do gene tpp47 conforme descrito por Palmer & Higgins & Herring & Kingston, 2003.

A amplificacdo do DNA foi realizada com uma mistura com tampéo 10X, 1,5 mM MgCI2, 200 uM de cada dNTPs,
25 pmol de cada primer e 1,25 U da enzima Taq platinium DNA polimerase. Foi feita uma desnaturacgdo inicial a 95°C por 2
minutos, seguida de uma desnaturacdo a 95°C por 20 segundos, 62°C por 20 segundos e 72°C por 20 segundos, durante 35
ciclos, e uma extensdo final a 72°C por 5 minutos. A amplificacdo em aparelho termociclador MJ Research PTC 96.

O resultado da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 2% contendo 0,05% de brometo de etidio e
visualizado sob luz ultravioleta.

O controle positivo foi DNA de T. pallidum e como controle negativo, uma reacdo somente com a mistura de
reagentes, livres de DNA.

RPR

O teste de RPR foi realizado nos RN foram conforme recomendado no guideline europeu (Janier et al.,2014)

Andlises Estatisticas
Os dados foram alocados em uma base de dados no programa Microsoft Excel, e foram processados e analisados pelo
programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) v21. Para avaliar a concordancia entre os resultados de PCR
para deteccdo do patégeno, realizados pelas diferentes extragdes, foi calculado o indice Kappa (em pares), onde a forga de
concordancia Kappa (K) foi interpretada da seguinte maneira: K= <0,00 (insignificante), K=0,00-0,19 (ruim), K=0,20-0,39
(fraca), K=0,40- 0,59 (moderada), K=0,60-0,79 (importante), K=0,80-0,99 (quase perfeita) e K=1,00 (perfeita) (lared et
al.,2018).

3. Resultados

Os 22/41 RN considerados positivos para a infec¢do por T. pallidum, quando o PCR foi realizado do SFC foi possivel
amplificar 14/22 (63,6%) e em oito ndo houve amplificagdo. Os PCRs de SFC dos RN controles ndo amplificaram T. pallidum
(Tabela 1). A sensibilidade foi de 63,3% e a especificidade foi de 100% do PCR com SFC.

Tabela 1: Resultados de PCR de LCR e do SFC para Treponema pallidum.

Positivo (n=22) Negativo (n=19) Sensibilidade  Especificidade Kappa
SFC (n=41) 63,3% 100% 0,619
Positivo 14 0
Negativo 8 19

LCR (n=41). Fonte: Autores.

A concordancia entre os métodos de PCR (LCR e SFC) foi considerada substancial (Kappa =0,619). Os resultados da
comparacdo do PCR com o teste RPR estdo na tabela 2.
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Tabela 2: Comparacéo entre os resultados de PCR/LCR, PCR/Sangue e RPR.

Positivo (n=15) Negativo (n=26) Sensibilidade Especificidade Kappa
PCR/LCR (n=41) 100% 73,0% 0,66
Positivo 15 7
Negativo 0 19
PCR/Sangue 66,6% 84,0% 0,52
(n=41)
Positivo 10 4
Negativo 5 22

RPR (n=41). Fonte: Autores.

4. Discussao

A possibilidade de deteccdo de T. pallidum por PCR confirmando que este pode auxiliar na definicdo de infeccdo
ativa, tem sido relatado (Castro et al.,2016; Theel et al.,2020). Nosso estudo analisou a detec¢éo de T. pallidum por PCR para o
diagnéstico da SC em RN a partir de SFC e comparou com RN com suspeita de SC e com PCR de LCR positivo (padréo de
referéncia) e controles. A sensibilidade encontrada foi de 63% e esta dentro do que tem sido relatado (14% a 63%) em PCRs
com sangue e derivados (soro, plasma) independentemente do estagio clinico em que os pacientes se encontravam (Wang et
al.,2018). A concordancia entre os testes foi de K=0,619 que é considerada substancial, mostrando que o SFC pode ser usado
para detectar o T.pallidum. No entanto, a especificidade do PCR foi de 100%, o que o torna importante pois possibilita a
exclusdo de um falso positivo como caso de SC.

Quando comparamos o0s resultados de ambos os PCR com o de RPR observamos que a sensibilidade foi de 100%, e
66,6% e a especificidade de 73,0% e 84,0% no LCR e no SFC, respectivamente. A concordancia foi avaliada como substancial
(K=0,665) no LCR e moderada (K=0,52) no SFC. Quando consideramos 0 RPR como referéncia, os resultados falso positivos
sugerem que pode ndo ter ainda transferéncia de anticorpos maternos ao feto, mas que a bactéria atravessou a barreira
placentaria. Ja nos resultados falso negativos sugerem a transferéncia de anticorpos maternos, pois RN ainda ndo tem
anticorpos préprios, mas que ndo houve transferéncia da bactéria, ou podem ser explicado por uma possivel carga bacteriana
baixa circulando no sangue, ou ainda pela ndo homogeneidade com que o DNA presente no sangue se espalha no cartao, assim
algumas amostras sé se mostraram positiva nas amostras de LCR (Michelow et al.,2002; Castro et al.,2016; Mota et al.,2021) .

O teste Venereal Disease Research Laboratory (VDRL), teste amplamente utilizado para o diagnéstico de sifilis,
possui uma sensibilidade em amostras de LCR de RN em torno de 50% e sua significncia ainda néo esta clara, devido muitos
falsos negativos e positivos, relacionados a janela imunoldgica e anticorpos maternos que cruzam a placenta (Michelow et
al.,2002; Woods et al.,2005; Brasil, 2016). Assim apesar da sensibilidade encontrada no nosso estudo nas amostras de cartéo
ser de 63,3% ainda é melhor que os métodos atualmente utilizados.

N&o foram encontrados estudos com SFC para deteccéo do T.pallidum, mas um tipo de papel filtro o cartdo de Guthrie
(teste do pézinho) ja é utilizado com sucesso na triagem neonatal de varias doencas e o cartdo Whatman (FTA- elute ou

Classic) ja faz parte da deteccdo de outros agentes bioldgicos (Bankamp et al.,2019; Ali et al.,2020; Mota et al.,2021).

5. Concluséao

Conclui-se com nosso estudo que apesar da sensibilidade do SFC ter sido de apenas 63,3%e a especificidade de
100%, mostrou que este pode ser um método de diagnéstico de SC em RN. O método de PCR diretamente de SFC é uma

técnica que se aperfeicoada pode ser muito promissora para a avaliagdo de casos suspeitos e proporcionar uma melhora no
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diagnostico desta doenca tdo negligenciada, mas ainda ha a necessidade de continuar os estudos sobre a técnica e a importancia
do uso, pois coletar amostras de LCR de todos os RN é muito invasivo e as amostras de sangue fixadas em cartéo é de facil

coleta e transporte. Por fim, este artigo lanca luz sobre um tema muitas vezes negligenciado, que ainda tem poucos dados

publicados e apresenta uma visdo geral das variaveis clinicas de interesse.
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