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RESUMO

A sifilis € uma infeccdo bacteriana sexualmente transmissivel que preocupa a
saude publica. Seu agente etiol6gico, Treponema pallidum, possui extremo
potencial para realizar infeccdo vertical. A rotina de diagnéstico atual é a
realizagcdo de testes treponémicos e ndo treponémicos nas visitas pré-natais,
porém, esses apresentam alta possibilidade de reacdes cruzadas e
interferéncias provenientes do sistema imune do paciente, tornando a pesquisa
por novos métodos mais sensivel e especifico atrativa. Com a premissa da
pesquisa direta do agente etiolégico em amostras, a técnica PCR apresenta
boas expectativas no uso desse diagnéstico. Objetivo: realizar uma revisao
integrativa que discuta sobre as informacdes e possiveis vantagens da
utilizacao da técnica de Reacéo em cadeia da polimerase (PCR) na populacéo
de gestantes e recém-nascidos expostos a sifilis. Método: foi realizada uma
pesquisa nos bancos de dados LILACS, BVS e ScienceDirect, buscando
artigos primarios que discutissem o uso da técnica PCR na populacdo
especifica de gestantes e recém-nascidos. Resultados: a busca resultou em
cinco artigos que concordavam com 0s pré-requisitos estabelecidos. Desses,
dois (40%) discutiram sobre o diagnostico molecular e o perfil epidemiolégico
da populacéo, outros dois (40%), a pesquisa dos genes mais adequados para
PCR, com um (20%), também incluindo os possiveis usos das variacbes do
método PCR. Um (10%) artigo relatou o caso do uso do liquido amniodtico para
a deteccdo do gene 16S RNAr em uma crianca. Por fim, dois (20%) realizaram
comparacdo da técnica com as metodologias ja disponiveis e utilizadas
atualmente. Os artigos apresentaram diferentes amostras, métodos de PCR e
perfis epidemiolégicos da populacdo, mas sempre discutindo os dois pontos
de pesquisa dessa revisao integrativa. Conclusdo: mesmo com seu potencial
para a deteccdo do DNA treponémico, principalmente em infantos, a técnica
necessita de maiores estudos sobre a padronizacdo de um bloco genético alvo
e ajustes para a populagéo alvo em maior risco de infeccao.

Palavras-chave: Sifilis. Diagnostico. PCR. Congénita.
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ABSTRACT

Syphilis is a sexually transmitted infection of public health concern. Its etiologic
agent, Treponema pallidum, has extreme potential to cause vertical infection
between infected mothers and fetuses. The current diagnostic routine is to
perform treponemal and non-treponemal tests in prenatal visits, but these have
a high possibility of cross-reactions and interference from the patient's immune
system, making the search for new more sensitive and specific methods
attractive. With the premise of direct investigation of the etiologic agent in
samples, the PCR technique presents good expectations in the use of this
diagnosis. Objective: to carry out an integrative review that discusses the
information and possible advantages of using the PCR technique in the
population of pregnant women and newborns exposed to syphilis. Method: a
search was carried out in the LILACS, VHL and ScienceDirect databases,
seeking primary articles that discussed the use of the PCR technique in the
specific population of pregnant women and newborns. Results: the search
resulted in five articles that agreed with the established prerequisites. Of these,
two (40%) discussed molecular diagnosis and the epidemiological profile of the
population, another two (40%) researched the most suitable genes for PCR,
with one (20%) also including the possible use of variations of the PCR method.
One (10%) article reported the case of the use of amniotic fluid for the detection
of the 16S rRNA gene in a child. Finally, two (20%) compared the technique
with the methodologies already available and currently used. The articles
presented different samples, PCR methods and epidemiological profiles of the
population, but always discussing the two research points of this integrative
review. Conclusion: Even with its potential for detecting treponemal DNA,
especially in infants, the technique needs further studies on the standardization
of a target genetic block and adjustments for the target population at higher risk
of infection.

Keywords: Syphilis. Diagnosis. PCR. Congenital.
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1. INTRODUCAO

Causada pela bactéria em formato de espiroqueta Treponema pallidum,
evidéncias da infeccao sifilis em humanos foram encontradas em ossadas
datadas de periodos pré-colombianos (SILVA et al.,, 2020). Ela foi
primeiramente nomeada e registrada em 1530, pelo médico italiano Girolamo
Fracastoro, em seu poema “Syphilis sive morbus gallicus” (Sifilis ou Mal
Francés), no qual é descrita a histéria de um pastor chamado Syphilus que foi
amaldicoado com a doenca apds desrespeitar o deus do Sol (NETO et al.,
2009).

Vérias teorias sobre as origens da doenca séo discutidas, uma delas é
de que era uma doenca endémica nas Américas e as grandes navegacoes
possibilitaram a sua expansao para os paises colonos, contaminando variadas
populacdes, culturas e protagonizando uma das maiores epidemias do século
XV no continente europeu (SILVA et al., 2020).

A sifilis € uma infeccdo sexualmente transmissivel (IST) que apresentou
um total de 650.258 individuos infectados em 2016 e um potencial de infeccéo
com cerca de 72,8 individuos a cada 100.000 habitantes em 2019
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020a) e um total de 650.258 casos de sifilis
adquirida em 2016 (DOMINGUES et al., 2021). O T.pallidum possui
capacidade de atravessar a barreira placentéaria, viabilizando uma infecgéo
vertical, isto €, de mée para filho. Estima-se que em 2019, a cada 1.000
nascidos vivos, 8,2 criancas apresentaram sifilis congénita e 20,8 gestantes
apresentaram teste positivo para a sifilis (MINISTERIO DA SAUDE, 2020a). O
aumento dos numeros de diagndsticos pode ter relacdo com a popularizacéo
de testes rapidos, assim como com 0 aumento da pratica sexual sem
camisinha e com a falta de disponibilidade do tratamento adequado em postos
de saude (DOMINGUES et al., 2021).

A maioria dos casos de sifilis sdo assintomaticos ou de leve
sintomatologia, porém, ainda necessitam de tratamento devido a possibilidade
de transmissdo e a evolugdo para um quadro mais grave da doenca
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020b). Quando adquirida sexualmente, ¢ descrita
como uma doenga de sintomas sistémicos e cronica, com diferentes estagios

ao longo da vida do paciente nao tratado adequadamente (SATYAPUTRA et
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al., 2021).

Seu tratamento é relativamente facil e barato, utilizando o farmaco
benzilpenicilina benzatina para a maioria dos casos, variando de aplicacdes
Unicas de 2,4 milhdes Ul intramuscular em sifilis recentes, ao uso de 2,4
milhdes de Ul uma vez por semana por um periodo de 3 semanas, totalizando
7,2 milhdes de Ul para os pacientes em quadro tardio da doenca (MINISTERIO
DA SAUDE, 2020b). Em casos de alergia a penicilina, o tratamento alternativo
€ 0 uso de doxicilina por via oral, 100 mg de 15 a 30 dias, néo é tao eficaz
guanto o tratamento por penicilina, porém, € o recomendado para as exce¢des
(MINISTERIO DA SAUDE, 2020b).

A sifilis primaria é caracterizada pela formacao do cancro duro ou lesédo
primaria de 3 a 4 semanas ap6s o contato sexual. Ela é causada pela
inflamac&o da mucosa no local da inoculacéo e é responsavel pela secrecao
das espiroquetas infectantes (WILSON, 2016, p.271). O cancro € um sinal
indolor que evolui para uma cura espontanea, levando a falsa sensacao de
cura ao paciente. Quando nao tratada nesse periodo, a sifilis passa a ser
secundaria, com a disseminacao da bactéria em diferentes sitios do organismo
(LEVISON, 2016, p. 197). O paciente passa a apresentar erup¢cdes cutaneas
chamadas papulas ou exantemas, um sinal clinico classico dessa segunda
etapa da sifilis (MINISTERIO DA SAUDE, 2020a).

Caso o0 paciente ainda continue sem tratamento, ou ele tenha sido
realizado de forma incorreta, o quadro ird evoluir para um estado de laténcia,
chamado sifilis latente, que pode durar entre alguns anos ou, até mesmo,
décadas. Por fim, a evolucdo da sifilis ndo tratada resulta em seu quadro
terciario, em que o6rgdos afetados pelo treponema podem sofrer fibrose ou
necrose, apresentando granulomas em pele, 0ssos e outros tecidos
(LEVISON, 2016, p. 197).

A bactéria também é capaz de realizar sérios danos ao tecido do sistema
nervoso central desde sua etapa secundaria, gerando um quadro chamado
neurossifilis (PATRICIA GARCIA et al., 2011). Os sintomas abrangem desde
quadros totalmente assintomaticos até vasculite, deméncia e meningite
(BOOG et al., 2021). Quanto mais cedo o paciente for tratado para a sifilis,

menores serdo as chances de evoluir para um caso de neurossifilis (BOOG et
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al., 2021).

Apesar de ambos os tipos de transmissdo (sexual e vertical) serem
preocupantes para a saude publica, a sifilis congénita merece maior atencao
em razao de sua gravidade ao feto (SILVA et al., 2020). O quadro congénito é
devido a infec¢do que ocorre de forma vertical gragas a facilidade da bactéria
de atravessar a barreira placentaria (AVELLEIRA; BOTTINO, 2006).
Diferentemente da sifilis adquirida por via sexual, dividir a sifilis congénita em
etapas € mais complexo em virtude de seu carater hematogénico (WILSON,
2016, p.275). Estima-se que dois ter¢cos dos casos sao assintomaticos (GAREL
et al.,, 2019), mas em funcdo da resposta inflamatéria intensa, ela pode
acometer ossos, figado, intestino, cérebro, entre outros(AVELLEIRA,
BOTTINO, 2006). Em situagbes mais extremas, principalmente na falta do
tratamento durante a gestacao, a sifilis congénita pode levar ao aborto, partos
prematuros e natimortos (GOMEZ et al., 2013).

O risco de transmisséo ao feto varia de acordo com o estagio da doenca
em que a gestante se encontra, sendo maior na primaria e mais branda na
sifilis latente. O cenario ideal € que a mae portadora da doenca seja
diagnosticada e tratada o mais eficientemente possivel, com benzilpenicilina
benzatina, medicamento capaz de atravessar a barreira placentaria
(DOMINGUES et al., 2021). Em alguns casos, a crian¢ca pode manifestar os
sintomas logo nas primeiras semanas de vida ou mais tardiamente,
apresentando um quadro primeiramente assintomatico, evoluindo para
sintomas mais agravantes (WILSON, 2016, p.275). Gracas a essa variedade
de manifestacbes, um diagnostico preciso e antecipado de criancas e
gestantes, em conjunto com o rastreamento e tratamento adequado das
mulheres acometidas pela doenca € a melhor alternativa para evitar as
consequéncias do quadro congénito (SALOOJEE et al., 2004). O tratamento
medicamentoso para os diagnosticados € realizado com penicilina G cristalina
ou penicilina G procaina (BRASIL, 2010).

Outra populacdo vulnerdvel sdo os infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Existe uma prevaléncia maior de sifilis em
pessoas HIV positivas em comparacao as negativas, e maior preocupacéo em

relacdo as consequéncias neurolégicas e oculares, necessitando de
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acompanhamento especializado caso apresentem sinais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020b).

Considerando todo o exposto, € de extrema importancia realizar a
precoce deteccdo da presenca do T. pallidum. Com isso, varias técnicas
podem ser utilizadas para o diagnéstico da sifilis, variando entre pesquisas
diretas, testes imunoldgicos e moleculares. As chamadas técnicas de
visualizacdo direta sdo baseadas na visualizacdo do treponema, seja em
campo escuro ou utilizando anticorpos monoclonais no teste de anticorpos
fluorescentes direto (AFD-TP). Esses sao fundamentalmente utilizados
durante o quadro da sifilis primaria, para a sua realizacao é necessario que a
amostra seja coletada diretamente da secrecdo de lesbes suspeitas,
impossibilitando o0 seu uso em outras etapas da doenca que nao apresentem
esse sintoma. (TORTORA, 2017, p.760).

Por causa da demora na formacdo da resposta imune no inicio da
infeccdo, testes como esse sdo de extrema importancia para a triagem de
casos recentes suspeitos por apresentarem melhor sensibilidade e
especificidade nessa etapa em comparacdo aos testes sorologicos.
(TORTORA, 2017, p.760). Além disso, ainda ndo é possivel cultivar o
T.pallidum em laboratorios, impossibilitando a sua deteccdo por meio de
formacéao de cultura (TROVATO et al., 2021).

Os mais utilizados em casos nao recentes de sifilis, ou seja, nas etapas
secundarias, latente e tercidria sdo os chamados testes imunoldgicos, sendo
esses divididos em treponémicos e nado-treponémicos. Para a triagem de
pacientes, os métodos ndo tréponemicos sdo os mais utilizados no Brasil, mais
especificamente o VDRL (Veneral Disease Research Laboratory), técnica que
utiliza a interacdo entre o antigeno cardiolopina e anticorpos em diferentes
titulos para definir a presenca e o titulo da doenca. Confirmado o resultado
positivo, sdo realizados os testes treponémicos, que utilizam a propria bactéria
T. pallidum: Treponema pallidum Hemagglutination (TPHA), Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) e Fluorescent Treponemal Antibody-Absorption
(FTA-Abs). Os métodos sdo apenas qualitativos, possibilitando somente a
deteccéo dos anticorpos antitreponémicos (BRASIL, 2010).

Para um diagnostico completo da sifilis, € necessario ndo apenas
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considerar os resultados dos testes sorolégicos, mas, também, o histérico,
manifestacdes clinicas e investigacdo de possivel exposi¢éo (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020b). Ademais, o Ministério da Salde recomenda que a seguinte
rotina de exames imunoldgicos seja concluida em pacientes suspeitos da
doenca: deve-se realizar um teste de carater treponémico e outro ndo
treponémico, caso ambos resultem em positivo, o individuo estd com o
diagnostico de sifilis confirmado (MINISTERIO DA SAUDE, 2020b). Uma das
dificuldades no diagndstico da sifilis € a sua “cicatriz sorologica”, na qual o
paciente tratado com éxito ainda apresenta reatividade em testes
treponémicos (BRASIL, 2010). Além do mais, devido a transferéncia dos
anticorpos de méae para bebé os testes por VLDR em neonatos
verdadeiramente positivos devem apresentar um titulo mais elevado em
comparagao ao da mée. Esse fator pode acarretar resultados falso-positivos,
necessitando do constante acompanhamento e testagem até que o titulo
decresca (LEVISON, 2016, p.198).

Uma alternativa para o diagnostico de sifilis, apesar de menos utilizados,
sdo os chamados testes moleculares. Em geral, a identificacdo de agentes
infecciosos € realizada pela cultura, possibilitando o estudo de suas
morfologias e produtos metabdlicos, porém, é um processo demorado e que
carece de diversos recursos, além de infraestrutura adequada (COURA, 2013,
p. 224). O treponema T. pallidum ndo é cultivavel em laboratorio, tornando
essa metodologia de diagnéstico impossivel.

Os testes de carater molecular possibilitam identificar e isolar acido
desoxirribonucleico (DNA) ou acido ribonucleico (RNA) caracteristico de
microrganismos em amostras clinicas, por meio de ampliacdo do material
genético, poupando tempo e recursos que seriam utilizados na pesquisa para
a producdo do meio de cultura que possibilite seu crescimento. E uma técnica
gue possui alta sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade em
comparacao aos metodos convencionais, além de estar apresentando cada
vez mais potencial de uso com a evolugdo de novas tecnologias (COURA,
2013, p. 224).

Para a sifilis, a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) é a mais

utilizada, contudo, ndo de forma rotineira em virtude de sua complexibilidade
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e custo em comparagdo aos meétodos treponémicos e ndo treponémicos
(BRASIL, 2010). Porém, gracas aos avancos nos ultimos anos, a técnica tem
se tornado cada vez mais simples e barata, além da padronizacdo dos
processos de isolacdo do material genético tornar o seu uso mais facil para os
usuarios (COURA, 2013, p. 224).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sifilis

A sifilis € uma infeccao sexualmente transmissivel causada pela bactéria
em formato de espiroqueta Treponema pallidum. Tal agente etiolégico possui
habilidade de atravessar a pele ou mucosa integra, infectando, inicialmente, o
6rgéo genital do proximo hospedeiro (MADIGAN, 2016, p. 874). E uma doenca
com potencial de se tornar crdnica caso nao seja devidamente tratada,
possuindo quatro estagios: sifilis recente, secundaria, latente e terciaria
(WILSON, 2016, p.275).

Um sinal classico de sifilis recente é o chamado cancro, uma leséo
indolor causada pela entrada do treponema no tecido. Nessa lesédo, €
secretado um liquido altamente infecioso e carregado de treponemas, mas
apés um periodo de 3 a 6 semanas a ulceracao desaparece (TROVATO et al.,
2021). O desaparecimento induz a falsa sensacdo de cura por parte do
paciente, o que leva a ndo procurar atendimento médico, ocasionando o
desenvolvimento da fase secundaria da doenca (WILSON, 2016, p.275).

A sifilis secundaria apresenta sintomas mais aparentes e alarmantes ao
paciente por meio da disseminacgdo da bactéria pelo corpo. Algumas erupgcdes
cutdneas aparecem em outras regides, como, por exemplo, face e maos,
deixando de apresentar apenas no local da infeccdo (MADIGAN, 2016, p. 874).
Outros sintomas incluem mialgia, febre e dores de cabeca, entretanto, também
séo auto resolutivos (TROVATO et al., 2021).

Caso o0 paciente continue sem tratamento ou tenha sido inefetivo, ele
entrara na etapa de sifilis latente, a qual ndo apresenta sinais clinicos, mas os
exames laboratoriais ainda apresentam reatividade (DOMINGUES et al.,
2021). Por fim, o paciente pode entrar no estagio terciario ap0s muitos anos
dessa fase de laténcia, apresentando os sintomas mais severos da doenca:

danos cardiovasculares, sintomas neuroldgicos aparentes e apresentacao de

16



gomas em tecidos profundos e 6rgaos (NYATSANZA; TIPPLE, 2016).

2.2 Sifilis congénita
A sifilis congénita (SC) é a condigcdo em que a gestante adquiriu ou ja

estava infectada com sifilis durante a gravidez e, devido ao alto potencial de
infeccao vertical, infecta também o feto. O estagio em que a mée se encontra
é diretamente relacionado com as chances de transmissdo a crianga, com
casos de sifilis recente durante a gestacdo, apresentando maiores riscos em
comparacdao com uma mae em fase latente (DOMINGUES et al., 2021). Esse
fato é explicado pela presenca do treponema na corrente sanguinea materna,
que decai com a evolucgao cronolégica de doenca. (DOMINGUES et al., 2021).
Além disso, quanto mais cedo na gestacdo a mae adquirir a doenca, mais
graves serdo as consequéncias para o feto, podendo ocorrer abortos ou
natimortos nos casos mais graves (TSIMIS; SHEFFIELD, 2017).

Caso o nascimento seja bem-sucedido, a criangca pode se apresentar
assintomatica ou quanto com sinais imediatos da sifilis (DOMINGUES et al.,
2021) e, se os sintomas se manifestarem dentro dos primeiros dois anos de
vida, ser diagnosticada com um quadro de SC precoce (HERREMANS;
KORTBEEK; NOTERMANS, 2010). Ela podera apresentar manifestacdes que
variam de lesbes em mucosas, hepatite, hepatomegalia, linfadonapatia e
anormalidades Osseas. Esses sintomas sao identificados, geralmente, no
periodo compreendido entre 0 nascimento até os trés meses de vida (WILSON,
2016, p.275).

Em razédo da alta taxa de casos assintomaticos, muitas criancas acabam
evoluindo para quadros de SC tardia, em que apos passar o limite de dois
anos, (HERREMANS; KORTBEEK; NOTERMANS, 2010) ela comeca a
desenvolver os sintomas pela falta de tratamento com penicilina nos primeiros
meses depois do nascimento (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2020b).
Nesse estagio, os principais 6rgdos afetados sdo 0ssos, sistema nervoso
central e olhos, apresentando sintomas como atrofia de nervos, cicatriz cornea,
comprometimento intelectual, dentes de Hutchinson, “l@mina em sabre” (Sinal
de Higoumenakis), entre outros (TROVATO et al., 2021).

O diagnostico completo da SC é realizada por uma analise total dos

sintomas clinicos, histérico de infec¢des, resultados de testes e investigacdo
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sobre o perfil epidemiolégico da populacdo (DOMINGUES et al.,, 2021).
Recém-nascidos de gestantes que apresentam suspeita ou confirmacédo de
infeccao por sifilis durante a gravidez, e a propria paciente, devem receber o
mesmo teste soroldégico apds o nascimento, na qual serd avaliada a
confirmacao de infec¢cdo vertical pela presenca de titulos com pelo menos duas
diluicGes maiores que a da mae (DOMINGUES et al., 2021).

2.3 Diagnostico direto

O diagnostico da sifilis recente e secundéria € relativamente simples,
necessitando de uma amostra do liquido infectante, produzido nas lesdes
cutaneas, que possibilite a observacdo direta do treponema (AVELLEIRA;
BOTTINO, 2006). A técnica mais utilizada é a do campo escuro, em que, com
0 auxilio de um microscopio do tipo campo escuro, € possivel realizar a
visualizacdo direta da espirogueta na amostra. Devido ao carater fragil do T.
pallidum, que sofre rapida deterioracdo apds sua coleta, € um teste que deve
ser realizado em um curto intervalo de tempo, quase de imediato depois da
coleta (WILSON, 2016, p.280).

Apesar disso, um teste de campo escuro negativo ndo deve ser
considerado como resposta final, e o teste pode sofrer de resultados falso-
positivos, em virtude da existéncia de espiroquetas nédo patoldgicas, podendo
gerar confuséo no leitor responsavel pela microscopia (WILSON, 2016, p.280).
O teste também pode sofrer de falso-positivos devido a visualizagdo de
treponemas nao patolégicos, com caracteristicas visuais parecidas com o T.
pallidum (WILSON, 2016, p.275). Esse teste possui uma sensibilidade de 74-
86% e uma alta especificidade de 97% (LOPES; FARIA, 2017).

2.4 Testes néo treponémicos

Além da visualizacdo direta, também € possivel utilizar testes
sorolégicos, sendo esses divididos de acordo com o tipo de antigeno utilizado
para a deteccdo dos anticorpos (MORAES, 2013, p.236). Eles séao
classificados em testes treponémicos e néo treponémicos, necessitando que o
paciente ja esteja ha algum tempo infectado para que exista a resposta imune

a doenca, e esteja presente o suficiente para ser detectado nos testes
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(SATYAPUTRA et al., 2021).

Os testes ndo treponémicos se baseiam na deteccdo dos anticorpos
contra o antigeno cardiolipina, componente presente em membranas celulares
de diversos mamiferos, porém, também é constituinte dos lipidios do
treponema T. pallidum (WILSON, 2016, p.280). Podem ser de carater
qualitativo e quantitativo, tendo em vista que algumas técnicas sao utilizadas
tanto para confirmacdo da infeccdo quanto para quantificar o titulo dos
anticorpos (BRASIL, 2010). Os mais utilizados atualmente séo o de reagente
plasmatico rapido (RPR) e o teste Venereal Disease Research Laboratory
(VDRL). Ambos fazem uso da reacéo de floculagcdo entre os anticorpos nao
especificos e o antigeno para determinar a diluicdo ou titulo que o paciente
infectado apresenta (BRASIL, 2010). Os testes de VDRL e RDR possuem uma
sensibilidade para a sifilis priméria de, em média, 78% e 86%, respectivamente
(LOPES; FARIAS, 2017).

Os testes ndo treponémicos ajudam no acompanhamento da evolucdo
do paciente, com os titulos tendendo a diminuir quando o tratamento esta
sendo eficiente ou aumentar em falhas terapéuticas (WILSON, 2016, p.281).
Devido ao fenbmeno de prozona, os testes podem sofrer de resultados falso-
negativos, necessitando que amostras muito concentradas com anticorpos
sejam diluidas (LEVINSON, 2016, 198). Aléem disso, por utilizar anticorpos nao
especificos, apresentam reacdes cruzadas com outras condi¢des clinicas,

como, por exemplo, lUpus, hepatite, hanseniase e malaria (BRASIL, 2010).

2.5 Testes treponémicos

Diferentemente dos testes ndo treponémicos, os treponémicos utilizam o
proprio T. pallidum retirado do tecido de coelhos infectados ou antigenos
particulares a bactéria (MORAES, 2013, p.236). O objetivo é identificar a
doenca de forma qualitativa, por meio da deteccdo de anticorpos IgM e IgG
especificos contra a sifilis, porém, ndo podem ser utilizados para a avaliacado
da evolucdo terapéutica por permanecerem positivos mesmo apls o
tratamento, inclusive, por toda a vida do paciente (LOPES; FARIAS, 2017).
Alguns exemplos de testes treponémicos utilizados para o diagnéstico de sifilis

no Brasil sdo o Fluorescent treponemal antibody absorption (FTA-abs), Micro-

19



hemaglitinagdo para Treponema pallidum (MHA-TP), imunoenzimaticos, ou
mais conhecido como ELISA, e testes de quimioluminescéncia (BRASIL,
2010).

O teste treponémico considerado padréo ouro é o FTA-abs, um método
que utiliza da imunofluorescéncia indireta no qual os conjugados fluorescentes
irdo se ligar aos anticorpos da amostra do pacientes que reagirem ao antigeno
treponémico (BRASIL, 2010), emitindo a luz que possibilitara sua identificac&o.
E um teste relativamente caro, que necessita de um microscopio de
fluorescéncia, mas é eficiente em diagndsticos de sifilis tardia (WILSON, 2016,
p.282). O FTA-abs apresenta uma sensibilidade de 72%, com uma
especificidade de 87% (TROVATO et al., 2021).

Na reacdo de hemaglutinacédo indireta, o método de diagndstico MHA-TP
é efetuado usando hemécias contendo em sua superficie antigenos do T.
pallidum, que ao entrar em contato com uma amostra positiva com anticorpos
resultaram na hemaglutinacdo (BRASIL, 2010). E um teste relativamente
simples e sua interpretacéo é realizada subjetivamente a olho nu, além de ser
barato e apresentar uma boa sensibilidade de 86% e especificidade de
99%(TROVATO et al., 2021).

A utilizac&o do teste treponémico imunoenzimatico ou ELISA para a sifilis
é realizado com antigenos fixados em uma placa, na qual em cada cavidade
serdo introduzidas diferentes diluicbes com a amostra suspeita de conter os
anticorpos anti-T.pallidum. Apds essa etapa, é adicionada uma mistura
cromoOgena, que ao interagir com o complexo antigeno-anticorpo emitira uma
coloracdo com absorbéncia legivel pelo uso de um espectrofotometro
(MORAES; FERREIRA, 2013 p. 237). Os testes imunoenzimaticos possuem
uma sensibilidade minima de 77% em sifilis primaria, 85% nos casos
secundérios e diminuindo para 64% no estadio latente (LOPES; FARIAS,
2017).

A Ultima metodologia utilizada para a deteccdo da sifilis € a
quimioluminescéncia, que possui uma metodologia muito semelhante aos
testes imunoenzimaticos, em que o antigeno do treponema ligado a particulas
formara complexos com o0s anticorpos presentes na amostra adquirida. Com a

ligacdo formada, séo introduzidos anticorpos anti-complexo com marcadores
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gue emitem um sinal quimioluminescente ao entrar em contato com o alvo
(LOPES; FARIAS, 2017). Apresenta uma excelente sensibilidade nas sifilis
secundaria, latente e terciaria, chegando em 100% (LOPES; FARIAS, 2017).

2.6 Testes moleculares

Gracas as grandes descobertas moleculares, como, por exemplo, o
projeto genoma humano, a compreensao da natureza do DNA proporcionou
infinitas possibilidades para o seu uso, desde experimentos com clonagem até
diagnéstico de doencas genéticas (BURTIS; BURTIS, 2016, p.901). A
identificacdo de genes e marcadores bioldégicos como forma de diagndstico
para doencas infecciosas vem recebendo atencdo nos ultimos anos. Seu
grande potencial em identificar acidos nucleicos especificos dos antigenos
podem aumentar as chances de resultados verdadeiramente positivos em
razdo da elevada especificidade (COURA, 2013, p. 224). E uma técnica que
quebra a rotina inicial de cultura, identificagdo morfolégica em conjunto com 0s
metabdlicos (COURA, 2013, p. 224), sendo uma alternativa perfeita para
doencas em que o cultivo in vitro em meio laboratorial é limitada ou impossivel,
como no caso da sifilis.

Os diagnésticos moleculares, em geral, se baseiam na selecao, seguida
de multiplicacdo ou amplificacdo dos &cidos nucleicos desejados,
possibilitando, assim, o uso de técnicas que tornaram sua visualizagao,
identificacdo e quantificacdo possivel (BURTIS; BURTIS, 2016, p.901). Sua
interpretacdo € mais complicada ao ser comparada aos outros métodos de
diagnostico convencionais, necessitando de profissionais mais treinados, além
de poder sofrer de contaminagdo entre diferentes amostras positivas e
negativas durante a ampliacdo caso 0 equipamento ndo seja propriamente

manuseado, resultando em falso-positivos (COURA, 2013, p. 224).

2.7 PCR
A reagdo em cadeia da polimerase (PCR — do inglés polymerase chain
reaction) € uma das técnicas de amplificacdo do DNA utilizada para o

diagndstico de diversas doencas. Ela faz uso dos fundamentos de replicacao
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naturais do material genético, adicionando DNA polimerases e primers
especificos para indicar qual sequéncia deve ser ampliada (COURAS, 2013,
p. 227).

Essa técnica possui trés fases: desnaturacdo do DNA, alinhamento dos
primers nas sequéncias a serem ampliadas e, por ultimo, a DNA polimerase
irAd realizar a sintese da nova fita e multiplicacdo dos acidos nucléicos
escolhidos. Ap6s uma média de 30 a 40 ciclos repetindo essas etapas, €
possivel efetuar técnicas de identificacdo das sequéncias de DNA, como, por
exemplo, 0 uso de eletroforese em gel de agarose para a visualizacdo
(COURAS, 2013, p. 227).

2.8 PCR em tempo real (QPCR)

A chamada PCR em tempo real é uma variacado quantitativa da técnica
tradicional, na qual é possivel acompanhar a amplificacdo do DNA
simultaneamente a sua progressao (TSIMIS; SHEFFIELD, 2017). Isso é
possivel gracas ao uso de sondas fluorescentes, responsaveis pela hidrélise
de alvos na sequéncia genética, com a producao de luz sendo registrada e
interpretada constantemente pelo aparelho utilizado (TSIMIS; SHEFFIELD,
2017). E uma alternativa que necessita de equipamentos mais complexos
devido ao uso de fluorescéncia, porém, é capaz de realizar a amplificacdo de
DNA e RNA na mesma amostra (TSIMIS; SHEFFIELD, 2017).

2.9 PCR aninhada

A PCR aninhada possui como principal caracteristica o uso de dois pares
de primers que possuem como alvo 0 mesmo locus genético. O primeiro par
utiliza o processo tradicional da PCR, ja o segundo é responsavel pela
amplificacdo dentro dessa sequéncia menor de DNA resultante da etapa
anterior (MARMIROLI; MAESTRI, 2007). E uma técnica que busca diminuir
reacOes de amplificacdes inespecificas, resultando em maior sensibilidade e
especificidade em comparacdo com o método tradicional da PCR
(MARMIROLI; MAESTRI, 2007).
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3. JUSTIFICATIVA

Um diagnostico correto e rapido € a melhor ferramenta contra a SC,
diminuindo as chances de que a mée transmita a doenca para a crianga. Além
disso, o T.pallidum pode infectar o feto muito antes que ele consiga
desenvolver seus anticorpos fetais (AVELLEIRA; BOTTINO, 2006). Logo, a
utilizacao de uma técnica com boa sensibilidade e especificidade, como a PCR,
€ 0 mais desejado para essa populacdo. Alguns estudos demonstram uma
sensibilidade maior que 80% e especificidade de 95% de PCR em sifilis
primaria com material das Ulceras (GAREL et al., 2019).

O cenario atual para diagnostico de sifilis segue a rotina de utilizar,
primeiramente, um teste ndo treponémico para a identificacdo e um
treponénimico para a confirmacao da infeccdo (ZANTO, 2010). Apesar de
realizarem um trabalho satisfatorio, os testes podem resultar em negativo nos
casos de sifilis primaria recente, e anticorpos de pacientes com histérico da
doenca podem persistir por muito tempo apos a cura (SHUKALEK et al., 2021).
Por isso, uma técnica com as caracteristicas do PCR pode ser interessante
para o diagnéstico.

Seu uso em diferentes estagios da doenca ainda necessita de maiores
estudos, porém, existe um grande potencial para a técnica devido a sua
flexibilidade para amostras, como liquido amniético e material placentario.
Outro fator inerente a doenca é a transmissao passiva de anticorpos maternos
ao feto, que pode causar resultados falso-positivos em testes soroldgicos
realizados em recém-nascidos logo ap6s o parto (SILVA, 2020), tornando a
identificacdo da presenca direta do agente extremamente atrativa. Além disso,
a propria gravidez pode interferir no diagnéstico em ambos o0s testes
treponémicos e ndo-treponémicos, resultando em falso-positivos (MORSHED,;
SINGHB, 2015).

Comparada com as técnicas de rotina, o PCR necessita de uma maior
infraestrutura e poder monetario, mas em virtude da alta demanda da técnica
durante a pandemia da COVID-19, existe a possibilidade de que se torne um
método mais acessivel, beneficiando o diagndstico de outras doencas, como

a sifilis. Com isso, uma investigacdo mais profunda sobre a utilizacdo da
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técnica em recém-nascidos e gestantes pode ser vantajosa.

4. OBJETIVO

O obijetivo principal é realizar uma revisao integrativa sobre o diagnostico
da sifilis em gestantes e recém-nascidos utilizando a técnica PCR, buscando
agrupar as vantagens e informacgdes conhecidas sobre 0 uso desse método na
populagcao alvo deste estudo.

Em relagcdo aos objetivos especificos:

- ldentificar a sensibilidade e especificidade do teste PCR para os
antigenos da sifilis na populacéo alvo;

- Definir vantagens da técnica de PCR para o diagnostico da populacao
com suspeita de SC;

- Instigar um uso mais amplo da técnica PCR em casos de infeccéo
vertical e quais blocos genéticos podem ser considerados para a rotina de

diagnostico da SC.

5. METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudo

Como metodologia, o estudo seguiu 0 padrao de uma revisao integrativa.
E um método considerado vantajoso para pesquisas na area da salude por
permitir a inclusdo de diversos delineamentos de estudos, resultando em
sinteses que poderdo auxiliar na escolha da pratica clinica e incentivar
pesquisas mais profundas sobre o assunto (MENDES; SILVEIRA; GALVAO,
2008).

5.2 Pergunta norteadora

O primeiro passo de toda revisao é a formulacéo da pergunta norteadora,
uma ferramenta que auxiliara na determinacdo dos estudos a serem incluidos
e excluidos da analise final. Para o presente trabalho, a pergunta formulada
foi: “O uso do método de diagndstico molecular PCR para sifilis € vantajoso

para a populacédo de gestantes e recém-nascidos?”.
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5.3 Estratégia de busca

Com a ajuda da ferramenta Medical Subjetcs Headings (MeSH), os
descritores e operadores booleanos escolhidos foram “congenital” AND
syphilis” AND “diagnosis” AND ‘“pcr”, limitando os estudos que discutiam a
utilizacao da técnica para o diagnostico da sifilis a populagéo pré-determinada
e método de diagnostico escolhido. O proximo passo foi a escolha das bases
de dados, sendo optadas pelas bases ScienceDirect, BVS e LILACS. Apenas

7

o uso dos descritores especificos nas pesquisas nao € o suficiente para
encontrar uma resposta satisfatoria a pergunta norteadora, deve-se,
também,determinar os critérios de inclusédo e exclusdo dos artigos.

Utilizando a pergunta norteadora, foi possivel realizar a triagem inicial dos
textos providos pelos bancos de dados e a escolha dos critérios de incluséo ou
exclusdo. O primeiro passo foi a leitura dos titulos e resumos dos artigos,
realizando uma triagem no qual artigos que apresentavam qualquer mencao
ao tema PCR e sifilis eram separados dos demais. Essa sele¢do, inicialmente

ampla, possibilitou a escolha dos critérios de incluséo e de excluséo.

5.4 Critérios de inclusé&o e de excluséo

Para os critérios de inclusao, alguns detalhes foram determinados como
essenciais para que ocorra sua inclusdo na analise final: o artigo deve ter tido
sua publicacdo dentro do periodo de 2010 a 2022; discutir sobre a populagéo
alvo e PCR, sendo aceito variacao da técnica; disponivel de forma integra, sem
necessidade de compra; € um estudo de carater primario; escrito em
portugués, inglés ou espanhol e apresentar o tema de pesquisa condizente
com a pergunta norteadora.

Ja& os critérios de exclusdo de artigos, 0os seguintes limitadores foram
escolhidos: ndo se apresenta no periodo de publicacdo determinado; néo
discute sobre a populacdo alvo; escrito em uma lingua ndo determinada nos
critérios de inclusdo; artigos de revisdo bibliografica ou que nao sejam
primarios; ndo incluem o método PCR em sua discusséo; nao disponiveis para
livre leitura; resumos de congressos ou apresentagOes, anexos de outros

artigos; capitulos de livros e, por ultimo, caso seja um texto repetido nas outras
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bases de dados. Esses critérios ndo sé ajudaram a filtrar o numero de artigos
a serem analisados, mas, também, a manter a discussédo dentro do objetivo

definido.

5.5 Pesquisa nos bancos de dados

A utilizacdo dos termos de inclusédo e de exclusdo diminuiu o nimero de
artigos a serem analisados de forma significativa, porém, muitos resultados
discutiam a técnica em cendrios de pesquisa ou como uma ferramenta para
obter material genético base para outras técnicas de diagndéstico. Para manter
a discussao coesa com o objetivo, apenas artigos que explicitamente utilizaram
a técnica molecular como método de diagnostico foram adicionados a analise
final. Textos que discutiam PCR para sifilis, mas que nao discutiam para a
populacdo de recém-nascidos ou gestantes, foram analisados a fim de

complementacdao tedrica, contudo, ndo incluidos na escolha final.

6. RESULTADOS

A ferramenta escolhida para guiar este passo foi o Preferred Reporting
Items for Systematic Review nad Meta-Analyses ou PRISMA, uma lista de itens
minimos a serem seguidos que auxiliardo na avaliacdo dos artigos que
realizam analise dos efeitos ligados a intervencao,

oferecendo também um fluxograma modelo para sumarizar o processo
de triagem dos textos para revisdes bibliograficas ou outros tipos de pesquisas
(PRISMA, 2021). Nesse estudo, o fluxograma do processo pode ser observado

abaixo.
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Fluxograma 1: Fluxograma resumo do processo de triagem

Identificacdo dos estudos por base de dados e registros
Registros identificados por: Registros retirados antes da triagem:
= LILACS (n=7) Registros publicados fora do periodo de
o BVS (n = 45) — 2010-2022 (n = 357)
= ScienceDirect (n = 777) Registros marcados como revisdes
‘g:', bibliograficas e capitulos pelas
o l ferramentas automaticas (n = 261)
. . _ . Registros excluidos
Registros ‘”adfs (n=196): Registros retirados por ndo discutirem sifilis ou PCR
LILACS (n = 6) =
BVS (n =27 > (n= 98)
: (n= : ) _ Registros retirados por serem publicados como
ScienceDirect (n = 163) anexos (n= 48)
Registros em francés (n= 2)
Registros indisponiveis (n= 14)
Registros recuperados na busca
(n=39):
§ EI\I/_SA((Znsz(r;;)G) — » | Registros retirados por nao discutirem PCR como
o) ScienceDirect (n = 6) método de diagnostico (n = 1)
= Registros por ndo discutir SC (n = 11)
. Registros publicados como resumo de congressos ou
Regl_st'r_os separados para apresentagoes (n = 2)
elegl_lﬁll'lat\jgge (n_—329). —» | Registros retirados por néo discutirem o uso do PCR no
BVS (n :(%)_ ) diagnostico da SC (n = 17)
ScienceDirect (n = 17) Registros repetidos (n=5)
\ 4
(%]
(=}
I
3 Estudos incluidos na revisao (n = 5)
(&)
=

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

No inicio, havia o total de 829 artigos, desses, 618 foram retirados por
ferramentas de filtro oferecidas diretamente pelos sites, excluindo artigos de
revisdo e capitulos de livros. Pela leitura dos titulos, dos 196 restantes, 98
artigos nao discutiam sifilis ou PCR, 48 foram publicados como anexos
complementares de outros artigos ou capitulos de livros, dois registros
publicados em francés e 14 estavam indisponiveis para leitura gratuita ou com
acesso restrito.

Em seguida, a leitura dos resumos possibilitou uma divisdo mais
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especifica para o uso da sifilis na populagdo de gestantes e recém-nascidos.
Um texto foi excluido por discutir a técnica como objeto de pesquisa, sem
populacao foco determinada. Outras 11 publicacdes nao realizavam referéncia
a populacéo foco da reviséo.

Na ultima etapa de triagem, os 29 textos resultantes foram lidos de forma
completa, com o objetivo de aplicar os fatores de inclusdo e de excluséo
previamente estabelecidos. Assim, 17 textos que discutiam a sifilis e PCR,
porém, em diferentes populacdes ou contextos de pesquisa, ndo incluindo seu
impacto em gestantes ou recém-nascidos foram excluidos. 2 publicacdes se
apresentaram inicialmente aptas a inclusdo, mas foram descartadas por serem
publicacdes resumo de conferéncias. Por ultimo, outros cinco textos finais se
encontravam em duplicidade entre os bancos de dados.

O resultado final da escolha dos artigos resultou em cinco artigos,
publicados entre os anos de 2011 a 2022. Em relagdo ao pais em que foram
realizados, ocorreu uma diversidade de cenarios econémicos, variando entre
Japéao, Colombia, Brasil e Franca. Dois (40%) sao de origem colombiana, com
um grupo de pesquisadores semelhantes entre si (Figura 1).

Figura 1: Paises de publicagédo dos artigos finais

Paises de Publicacao

B Japdo mBrasil mColombia ®mFranca

Fonte: Elaborada pela autora (2022)

Os tipos de estudos também se diferenciam entre si, com a sua maioria
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(40%) sendo publicacdes de artigos primarios, adicionando fontes originais a

discusséo final sobre o método na populacdo alvo. A escolha prévia de nao

incluir revisdes sistematicas gerou um impacto significativo nos tipos de estudos

finais. Mais informagdes iniciais sobre o0s textos sédo encontradas no Quadro 1.

Quadro 1: Informacdes bases dos textos

] Pais e _
Autores Titulo Tipo de estudo
ano
Molecular detection of Treponema
pallidum sp. pallidum in blood samples of _ Artigo
Casal et _ _ Brasil, _
| VDRL-seroreactive woman with lethal 2011 retrospectivo
al. :
pregnancy outcomes: A restrospective observacional
observational study in Northern Brazil.
Determinacion de los genes, 16S DNAr,
Pinilla polA, y TpN47, en la deteccion de Colombia, o
] _ Estudo primario
B. etal. Treponema pallidum subsp. pallidum para 2015.
el diagndstico de sifilis congénita.
Garel et Congenital syphilis: A prospective study Franca, Artigo
al. of 22 cases diagnosed by PCR 2019. prospectivo
The first case of congenital syphilis .
Ono et _ _ Japao,
| diagnosed by 16S ribosome-RNA gene 2022 Relato de Caso
al.
sequence analysis
Deteccion de Treponema pallidum
Pinilla subespecie pallidum para el diagnéstico Colombia, o
. o _ . Estudo primario
B. etal. de sifilis congénita mediante reaccién en 2018

cadena de la polimerasa anidada

Fonte: Elaborado pela autora (2022)
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Em relacédo a recém-nascidos, apenas um (20%) dos artigos especificou
a idade populacional, acompanhando o paciente desde o0 seu nascimento até
um acompanhamento final apdés um més para a construcdo do relato (ONO et
al., 2022). Para a populacdo de gestantes afetadas, dois (40%) artigos
apresentaram uma meédia de 26,5 e 21,8 anos (GAREL et al., 2019; CASAL et
al., 2011) entre as participantes. Devido ao carater do tipo de artigo, o relato de
caso (20%) apresentou uma Unica paciente diagnosticada com sifilis em seus
31 anos de idade (ONO et al., 2022).

A manifestacdo da doenca ou suas consequéncias entre a populacao
também foi destacada em alguns textos. Casal e colaboradores (2011)
realizaram sua pesquisa em apenas gestacdes com resultados fatais, incluindo
natimortos, abortos espontaneos e Obitos perinatais. Ja Ono e colaboradores.
(2022) e Garel e colaboradores. (2019) descreveram outros sintomas, entre eles
trombopenia e microcefalia. A versdo resumida de todos o0s sintomas ou
consequéncias da SC abordados nos textos € encontrada na figura 2 abaixo,
em que o eixo X descreve o numero de recém-nacidos e 0 eixo Y o sintoma ou

consequéncia da SC, com uma populacéo total de 58 criancas.
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Figura 2: Sintomas da SC discutidas em texto

Sintomas

Periostite Ml
Microcefalia M|
Hipotonia Ml
Esplenomegalia Wl
Colestase M|
Ceratite intersticial |
Ascite |
Osteocondrite vl
Hepatomegalia W
Doenca fetal ndo determinada mwa
Descamacdo palmoplantar v
Citélise hepatica mwm
Funcionamento anormal do figado .
Erupgdo cutdnea MM
Ictericia  ——
Assintoméaticos YW
Anemia
Anasarca YN
Trombocitopenia IE—
Restricdo de crescimento uterino I
Obito perinatal IEE——
Nascimento prematuro I
Aborto espontaneo I [
Nantimortos | 7 W

0 5 10 15 20 25 30
m Nantimortos m Aborto espontaneo
® Nascimento prematuro = Obito perinatal

m Restricdo de crescimento uterino = Trombocitopenia

B Anasarca B Anemia

B Assintomaticos H |ctericia

® Erupcédo cutanea B Funcionamento anormal do figado
m Citolise hepatica m Descamacao palmoplantar

m Doenca fetal ndo determinada m Hepatomegalia

m Osteocondrite B Ascite

m Ceratite intersticial m Colestase
m Esplenomegalia ® Hipotonia
® Microcefalia B Periostite

Fonte:Elaborada pela autora (2022)

O caréater das amostras para a pesquisa da presenca do T.pallidum foram
variantes em cada artigo, com a utilizacdo do sangue total em quatro (80%)
(CASAL et al.,, 2011; GAREL et al.,, 2019; PINILLA et al., 2018) e liquido
amnidtico em um (20%) (ONO et al., 2022). Trés (80%) estudos utilizaram
amostras clinicas de pacientes com suspeita ou diagnéstico confirmado de sifilis
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(CASAL et al., 2011; GAREL et al., 2019; PINILLA et al., 2018), enquanto um
dos artigos (20%) optou por infectar amostras de sangue de corddo umbilical
com cepas controles de Nichol de T. pallidum previamente cultivadas em
testiculos de carneiro, utilizando essas como amostras positivas e as nao
infectadas, confirmadas previamente ao estudo, em laborat6tio como negativas
(PINILLA B. et al., 2015).

Quadro 2: Informacdes sobre amostras e método

Artigo Populacéo e amostras Método
Populacao: 36 mulheres soro- Estudo retrospectivo em
reativas com resultados letais mulheres com sororeagao
na gestacgao. positiva em VLDR, utilizando

amostras de sangue obtidas

Casal et _

durante a triagem para a
al realizacio de PCR. Também
Amostras: Soro e sangue total ,
foram realizados os testes de
ELISA 1gG e FTA-Abs IgM
para comparacao.
Populacdo: 10 amostras de Utilizou-se técnicas
sangue  provenientes de moleculares em amostras de
cordao umbilical. corddo umbilical. Técnicas
Pinilla B. Amostra: Sangue de cordao como PCR convencional,
etal. umbilical, infectado com cepa PCR aninhada e PCR em

(2015) Nichol de T. pallidum. tempo real (gPCR) foram

utilizadas para a
determinacdo do melhor
bloco genético para

diagnéstico.

Fonte: Elaborado pela autora (2022)
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Quadro 2 (Continuacéao): Informacdes sobre amostras e método

Artigo Populacdo e amostras Método
Populagdo: Mulher de 31 anos O estudo realizou técnicas de
ono et al. diagnosticada com sifilis e amplificacio genética da
recém-nascida com quadro de sequéncia  genética  16S
SC RNAr para diagnostico da SC

Amostra: Liquido amniético em liquido amnigtico.

Populagdo: 22 maes Estudo prospectivo utilizando
diagnosticadas com sifilis em amostras proveniente de
conjunto com seus infantos. criangcas com maes suspeitas
de diagndstico da sifilis que
Garel et Amostras: Placenta, fluido realizaram PCR como um dos
al. amniodtico, corddao umbilical, testes. Os dados foram
sangue intracardiaco, sangue obtidos por ribossomal 16S
total, swabs oculares, swabs treponémico, utilizando a
nasais e liquido técnica PCR em amostra de

cefalorraquidiano. liquido amniético.
Populacdo: 23 amostras Utilizando PCR convencional
clinicas  provenientes de e aninhada, foram
criancas e maes com suspeita amplificados os genes polA,
de sifilis. 16S DNAr e TpN47,
Pinilla B. confirmando a multiplicacéo
et al. dos genes TpN47 e polA por
(2018) Amostra: 15 amostras de sequenciamento. Como
soro, sete de liquido forma  de comparago,

cefalorraquidiano e um de

sangue de corddo umbilical.

também foram realizadas as
provas sorolégicas de VDRL,
RPR e TPPA.

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Cada texto buscou investigar um aspecto diferente da técnica sobre a

SC, assim como o perfil da populagao vulneravel. Dois (40%) discutem sobre a



melhor escolha de alvo genético para a amplificagdo, demonstrando bons
resultados principalmente para o gene protéico TpN47, o gene responsavel pela
producdo de proteinas da membrana bacteriana e considerado o principal
antigeno (PINILLA B. et al., 2015; PINILLA et al., 2018). Métodos nao-
treponémicos e treponemicos foram utilizados como ferramenta de comparacéao
e para a determinacdo da sensibilidade e especificidade da técnica PCR
(CASAL et al., 2011; PINILLA et al., 2018). Em relacao a sensibilidade, Casal e
colaboradores determinaram que o resultado para PCR na populacdo de maes
foi menor em comparacao com os testes sorologicos ELISA, enquanto Pinilla e
colaboradores encontraram uma concordancia de 70% entre PCR, os testes
sorolégicos VDRL, RPR e TPPA. Porém, a especificidade encontrada foi de
100% em ambas as populacdes (CASAL et al., 2011; PINILLA B. et al., 2015).

O perfil da populacdo que poderia se beneficiar da técnica foi registrado
por dois (40%) artigos, com dados como idade e pais de origem. Um ponto em
comum foi a investigacdo por testes para investigacdo de ISTs durante a
gestacdo e/ou antes do parto (CASAL et al.,, 2011; GAREL et al., 2019).
Também foram documentadas as consequécias da SC, considerando
nascimento de nantimortos, presenca de sintomas clinicos ou casos de criancas
assintomaticas, porém, devidamente diagnosticadas a tempo de previnir
maiores sequelas (CASAL et al., 2011; GAREL et al., 2019).

Quadro 3: Resumo dos resultados dos artigos selecionados.
Artigo Resultados

O estudo resultou em positividade de 72,7% (24/33) do gene polA

na populacdo de mulheres. Em relacdo a comparacdo com

Casal et al. R o
sorodiagndsticos, PCR e FTA-Abs apresentaram concordancia
em resultados de sifilis materna ativa.

Foi possivel realizar a amplificagédo dos trés genes com todos 0s

Pinilla B. et testes PCR, com as variacdes aninhadas e qPCR resultando em

inilla B. e
maior sensibilidade com o gene TpN47 quando comparado com
al. (2015)

0S outros. Sugere-se 0 uso do gene TpN47 como bloco genético

padréo.

Fonte: Elaborado pela autora (2022)
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Quadro 3 (Continuacéao): Resumo dos resultados dos artigos selecionados.
Artigo Resultados
Garel et al. Sete maes (31,8%) nascidas no exterior, 15 (68,2%)

apresentaram problemas psicolégicos e/ou sociais, oito (36,4%)
nao foram testadas para sifilis anteriormente ao parto, e 11 (50%)
eram de originarias de territdrios ou provicias francesas, ou de
Paris. Seis infantos (27,3%) eram nantimortos e seis nasceram
prematuramente, enquanto 15 criancas (68,2%) apresentaram
sintomas clinicos condizentes com a SC.

Ono et al. Sequenciamento com sucesso do RNA ribossomal 16S
treponémico, utilizando a técnica PCR em amostra de liquido
amniotico para diagnostico correto de SC.

Pinilla B. et A sensibilidade para a PCR convencional foi de 52 pg e, para a

al. (2018) PCR aninhada, de 0,52 pg. A especificidade com os
iniciadoresTpN47 e polA foi de 100%; os resultados do
sequenciamento montratam uma identificacdo de 97% com o T.
pallidum. Em 70% das amostras, os resultados das provas

soroldgicas e PCR aninhada concordaram.

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

7. DISCUSSAO

O objetivo principal desta revisao integrativa é agrupar informacdes e discutir
as vantagens do diagnostico molecular da sifilis em gestantes e recém-nascidos. Os
textos escolhidos para analise apresentam tipos de estudos e focos de investigacéo
diferentes, porém, buscam esclarecer como a técnica PCR pode ser uma boa opcao
para o diagndéstico de uma doenca que apresenta grandes possibilidades de reactes
cruzadas em testes ndo-treponemicos e nédo reatividade devido a baixa concentracao
de anticorpos em infec¢des recentes (SHUKALEK et al., 2021). Todos os artigos finais
selecionados partem da premissa de que PCR apresenta caracteristicas que, a priori,
sao interessantes para a populacao escolhida. Pinilla B. e companinha (2018) e Garel
e companinha (2019) descrevem a técnica como altamente especifica e sensivel,
caracteristicas necessarias para evitar o tratamento desnecessario em casos falso-
positivos e rapida deteccdo em casos verdadeiros.

Em relacdo a escolha da técnica PCR a ser utilizada, Pinilla e colaboradores
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(2015) e Pinilla e colaboradores (2018) colocaram em teste as diferencas em
sensibilidade e especificidade em compara¢do com a técnica considerada tradicional.
As variacdes de PCR aninhada e qPCR se demonstraram mais sensiveis que a
técnica molecular tradicional (PINILLA B. et al., 2015; PINILLA et al., 2018). Outro
estudo demonstrou que, em comparacao, a diferenca de performance entre PCR
aninhada e gPCR para o diagnéstico de sifilis € diminuta, apresentando sensibilidade
e especificidade semelhantes em diferentes amostras (GHANSAH, 2012).

PCR é uma técnica, principalmente, limitada a fatores e escolhas pré-
analiticas e analiticas, como, por exemplo, a determinacéo do gene treponémico alvo
a ser ampliado e a metodologia escolhida para a amplificacéo (PINILLA B. et al., 2015).
Essas consideracfes de preparo também é concordante em outros estudos, em que
foi encontrado um aumento significativo do nimero da amplificagdo do DNA por PCR
aninhada em amostras de sangue centrifugado e urina de adultos com sifilis priméria
(WANG et al., 2022).

A escolha da amostra analisada € variavel nos estudos, utilizando sangue de
cordao umbilical, fluido amniético, swabs nasais, liquido cefalorraquidiano e placenta,
porém, apresentando boa amplificagdo com amostras de sangue total (CASAL et al.,
2011; GAREL et al., 2019; ONO et al., 2022; PINILLA B. et al., 2015; PINILLA et al.,
2018). Excrecdes, liquidos e amostra de tecidos em geral sdo uma fonte satisfatoria
de treponemas para amplificacdo, mas estudos demonstram que amostras
provenientes de areas das Ulceras e cancros consequentes da sifilis apresentam um
maior numero de bactérias, facilitando sua extracdo (GAYET-AGERON et al., 2015;
PINTO et al., 2017).

A ampla escolha de amostras pode ser considerada uma vantagem para 0 uso
do PCR, flexibilizando as op¢des de coleta para se adaptar a situacdo da mae e da
crianca. Ainda pode-se realizar o aprimoramento das etapas de preparo pré-analiticas
de amostras sanguineas, como, por exemplo, a realizacéo de centrifugacao e lise das
hemacias demonstraram uma melhora na obtencédo do DNA treponémico (ZHU et al.,
2018).

Além da escolha do melhor material para a pesquisa, também deve-se
determinar qual faixa genética alvo € mais apropriada para a amplificacdo e
identificacao plena do DNA bacteriano. Quanto aos genes a serem amplificados para

a deteccao do patogeno, foram considerados os blocos TpN47, 16S DNAr e polA e os
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resultados da pesquisa de Pinilla e companinha (2015) definiu o primeiro bloco
genético como mais vantajoso, porém, o ultimo apresenta baixa sensibilidade em
comparacao com os outros (PINILLA B. et al., 2015). Os resultados encontrados para
0 bloco polA sdo concordantes com outros estudos que também pesquisaram sua
sensibilidade para sifilis (MARFIN et al.,, 2001; WANG et al.,, 2022). Marfin e
colaboradores (2001) amplificou o gene em 13 de 32 amostras de sangue total
provenientes de pacientes com sifilis, apresentando uma porcentagem de deteccéo
na populacéo do estudo de 41%. Os resultados nas provas de sensibilidade obtiveram
resultados menores em comparacgao a especificidade (PINILLA B. et al., 2015). Apesar
disso, estudos demonstram que a técnica possui bons parametros para a
sensibilidade, em especial com o uso de gPCR, podendo chegar a resultados
proximos de 80% (KOEK et al., 2006; LESLIE et al., 2007).

Para comprovar a possivel utilidade do PCR para a rotina de diagnéstico no
cenario clinico, a técnica foi comparada com os testes sorolégicos disponiveis e mais
utilizados, buscando uma comparacao entre a sensibilidade dos métodos (CASAL et
al., 2011; PINILLA et al., 2018). Os estudos demonstraram uma semelhanca entre o
PCR e FTA-Abs, porém, o método ELISA apresentou maior capacidade de deteccao
(CASAL et al., 2011).

Para Pinilla e colaboradores (2018), foram encontrados uma porcentagem de
concordanica de 70% entre os testes VRDL, RPR e TPPA com a técnica PCR
aninhada, com uma amostra positiva para sorologia, mas negativa para PCR e cinco
apresentando negatividade nos testes moleculares, entretanto, positividade em
sorolégicos. Cenarios nos quais pacientes apresentam discordancia em testes
sorolégicos negativos e PCR positivos podem ser explicados por casos de infeccao
recente, em que a resposta imune do individuo ainda néo € o suficiente para positivar
os testes sorologicos (PINTO et al., 2017).

Deve-se, também, levar em consideracdo o fendbmeno de persisténcia dos
anticorpos em até um ano ou mais ap0s a cura, resultando em testes positivos para
sorologia, porém, PCR negativo pela falta do treponema (HERREMANS; KORTBEEK;
NOTERMANS, 2010).

Discordancias entre resultados da comparacdo de sensibilidade entre os
testes sorolégicos e moleculares também é encontrado em outras analises,

apresentando porcentagens semelhantes as encontradas nos textos. Shukalek e
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colaboradores (2021) alcancou uma sensibilidade de 80,4% ao comparar a técnica
PCR com diversos testes sorolégicos, como, por exemplo, o VLDR, em sua revisao
bibliogréfica.

O perfil epidemiolégico das gestantes e recém-nascidos também foi
investigado para determinar quais populacdes seriam beneficiadas por uma rotina que
incluisse o diagnéstico molecular da doenca (CASAL et al.,, 2011). Garel e
colaboradores (2019) apresentou uma populacdo em que 2/3 das mulheres nao
tiveram acesso a um pleno acompanhamento médico durante a gravidez, com 1/3
possuindo origem de paises em desenvolvimento. Para melhores chances de
deteccado da doenca, estudos demonstraram que é essencial o acesso de gestantes a
testagem durante o periodo pré-natal e antes do parto, logo, populacdes em situacao
de vunerabilidade econémica e social sdo mais propensas a apresentarem SC como
motivo de complicagdes na gravidez (RAC; REVELL; EPPES, 2017; TAVARES et al.,
2022).

De acordo com os resultados, a Franca possui uma menor prevaléncia da
doenca na populacdo geral em comparagcdo com 0s outros territorios investigados,
fortalecendo o fator socioecondmico da doenca (GAREL et al., 2019). Estudos em
populacdes com situacbes de vunerabilidade econémica e social, onde ha falta de
acesso a servicos em saude de forma efetiva, se demonstraram estatisticamente mais
suscetiveis a prevaléncia de sifilis (RODRIGUEZ-CERDEIRA; SILAMI-LOPES, 2012).
Em relagédo a SC, as chances de transmissao vertical s&o maiores em gestantes de
paises em desenvolvimento e que ndo receberam acesso a consultas pré-natais
rotineiras, resultando na auséncia ou pouca frequéncia de testagens contra a sifilis
(RAC; REVELL; EPPES, 2017; SALOOJEE et al., 2004). Caracteristica também
encontradas nos resultados epidemiolégicos em textos dessa reviséo.

O diagnéstico correto, mas em que h4 a falha terapéutica, também € outro
fator para o aumento da taxa de infecgdo vertical, definindo, novamente, a importancia
do cuidado pré-natal no controle da doenca (CASAL et al., 2011). O tratamento e o
diagnoéstico da mae devem ocorrer cedo e de forma eficaz, pois estudos demonstraram
gue uma acao rapida contra a doenca diminui as chances de maiores danos ao feto
(LEAL et al., 2011; RAC; REVELL; EPPES, 2017; UKU et al., 2021). A PCR se
apresentou como uma possivel ferramenta de acompanhamento epidemiolégico da

doenca em paises em desenvolvimento, principalmente em situacfes de elevada
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prevaléncia da doenca na populagédo de gestantes (CASAL et al., 2011).

Por fim, a pesquisa apresentou limitacoes: ao escolher apenas copilar
informacdes, nenhuma ferramenta de analise da qualidade da evidéncia cientifica
adquirida nos textos foi utilizado. Além disso, a retirada deliberada de estudos nao
primarios, como meta-analises e revisdes, também influénciou nas informacdes

adquiridas sobre a técnica e populacéao.

8. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, o mundo presenciou uma pandemia causada pelo virus
SARS-CoV-2, ou 0 novo Coronavirus, que trouxe a discussao sobre o diagndstico por
PCR para fora do cenario de pesquisas em salde e pratica clinica. Ndo € uma técnica
atual, sua aprimoracao e pesquisa vem sendo realizada ha décadas antes da sua
recente popularizacdo pelo cenario contemporaneo. A técnica possui diversas
caracteristicas que, em teoria, poderiam levar a uma revolu¢cdo no diagnéstico de
diferentes efermidades.

A SC é a condicdo em que a gestante adquiriu ou ja estava infectada com
sifilis durante a gravidez e, devido ao alto potencial de infeccdo vertical, infecta
também o feto. Quanto mais cedo na gestacdo isso ocorrer, mais graves serao as
consequéncias para o feto, podendo ocorrer abortos ou natimortos nos casos mais
graves

Para a SC, a técnica PCR apresenta bons resultados de especificidade e
sensibilidade, porém, sdo necessarias mais pesquisas para a definicdo de sequéncias
genéticas padronizadas para o T. pallidum. Sua flexibilidade em relacdo & escolha da
amostra utilizada pode ser considerada uma vantagem, tendo em mente que quanto
menos invasiva for a coleta, melhor para a mée e para a crianca.

A SC necessita de um rapido e correto diagnostico devido a urgéncia de
tratamento em casos positivos. Quanto mais cedo na gestacao a identificagéo ocorrer,
menos chances de desenvolver sequelas o feto possui. As caracteristicas presentes
na técnica PCR podem sanar a necessidade do diagnéstico correto e quase imediato.

Em relacdo ao bloco genético, o gene polA se apresentou como um bom
candidato ao alvo de amplificacdo, sendo encontrados resultados promissores nos

textos dessa revisdo integrativa e outros ndo incluidos na pesquisa, porém, a
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sequéncia TpN47 merece atencdo em investigagfes futuras devido ao seu bom
desempenho nos textos apresentados. E uma técnica que esta diretamente ligada
com a presenca do treponema na amostra, logo, sua confiabilidade também
dependera de qual etapa de sifilis o paciente se encontra, podendo ser uma técnica
mais favoravel para o diagnostico da crianca recém-infectada verticalmente em
comparacao com a gestante, que pode se apresentar em etagio latente, com poucas
espiroguetas em suas amostras.

Apesar da evolucdo do método, a nescessidade de equipamentos mais
especificos e insumos pode se tornar um fator limitante em seu uso de rotina, tendo
em mente que as populacdes de risco se apresentam em situacbes econdmicas e
sociais precarias.

Por fim, é possivel concluir que o uso da técnica PCR para o diagnéstico da
infeccdo vertical € promissora, a maior presenca do agente na amostra dos infantos e
suas altas porcentagens de sensibilidade e especificidade sédo caracteristicas atrativas
para o uso do método na detec¢ao de SC. Porém, ainda € um teste utilizado de forma
complementar aos de sorodiagnostico de rotina, que em compara¢cdo com 0s usados
ultimamente, necessita de maiores adaptacdes para que seja plenamente aplicado no

cenario clinico das popula¢des em risco.
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