Enferm Infecc Microbiol Clin. 2020;38(Supl 1):7-11

Enfermedades
Infecciosas

Enfermedades Infecciosas y i
Microbiologia Clinica

www.elsevier.es/eimc

Diagnoéstico molecular de la sifilis n

Check for
updates

Luis Otero Guerra*>< y Fernando Vazquez Valdésbedet*

Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario de Cabueiies, Gijon, Espafia

bGrupo de Microbiologia Translacional, Instituto de Investigacion Sanitaria del Principado de Asturias (ISPA)
Grupo de Estudio de Infecciones de Transmisién Sexual. GEITS, SEIMC

dServicio de Microbiologia, Hospital Universitario Central de Asturias, Oviedo, Espaiia

¢Area de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad de Oviedo, Espaiia

TInstituto Universitario Ferndndez Vega (IUFV) y Fundacion de Investigacion Oftalmolégica (FIO), Oviedo, Espaiia

RESUMEN
Palabras clave:
Treponema pallidum La sifilis es una infecciéon de transmisién sexual causada por Treponema pallidum subsp. pallidum, cuya inci-
Reaccién en cadena de la polimerasa dencia esta aumentando en Espafia y en el resto del mundo. El diagnéstico se basa fundamentalmente en la
Sifilis/diagndstico serologia, puesto que el diagnéstico directo mediante microscopia de campo oscuro presenta dificultades
Tipado molecular que limitan su generalizacién. Las técnicas de biologia molecular pueden ser una herramienta ttil para el

diagnéstico en sifilis primaria y secundaria, si bien no todos los tipos de muestra se comportan igual. Tam-
bién son dtiles para el diagnéstico de la sifilis congénita, mientras que para la neurosifilis, y debido a la baja
sensibilidad de la reaccién en cadena de la polimerasa en el liquido cefalorraquideo, no se recomiendan.
Estas técnicas se han empleado para estudiar el controvertido origen de la sifilis, y mediante el sistema
mejorado de los Centers for Disease Control and Prevention para realizar la tipificacién que ayude a com-
prender mejor la epidemiologia. Por tltimo, las técnicas moleculares permiten determinar la presencia de
mutaciones relacionadas con resistencia a los macrélidos, presentes en un porcentaje muy elevado de las
infecciones.
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Molecular diagnostic of syphilis

ABSTRACT
Keywords:
Treponema pallidum Syphilis is a sexually transmitted infection caused by Treponema pallidum subsp. pallidum with an increas-
Polymerase chain reaction ing incidence in Spain and in the rest of the world. Diagnosis is based mainly on serology, since direct diag-
Syphilis/diagnosis nosis by dark field microscopy presents difficulties that limit its widespread use. Molecular biology tech-
Molecular typing niques can be a useful tool for diagnosis in primary and secondary syphilis, although not all types of

samples show the same behaviour. These techniques are also useful for the diagnosis of congenital syphilis.
They are not recommended, however, for neurosyphilis, due to the low sensitivity of polymerase chain re-
action in cerebrospinal fluid. These techniques have been used to study the controversial origin of syphilis,
and, through the enhanced Centers for Disease Control method, to perform typing, which helps to elucidate
the epidemiology of this infection. Finally, molecular techniques can detect mutations related to macrolide
resistance, which are present in a very high percentage of infections.
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Introduccion

La sifilis es una infeccion sistémica producida por Treponema pa-
llidum subsp. pallidum (TP) perteneciente a la familia Spirochaeta-
ceae. Se denominan trepanomatosis no venéreas a las producidas por
T. pallidum subsp. pertenue, Treponema carateum y T. pallidum subsp.
endemicum, que causan el pian, pinta y el bejel o sifilis endémica,
respectivamente. Todas ellas son morfolégica y serolégicamente in-
distinguibles entre si, diferenciandose por la epidemiologia, la clinica
y mediante el empleo de técnicas de biologia molecular.

TP se transmite por via sexual (tanto vaginal como oral y anal) y
por via vertical. Las treponematosis no venéreas se transmiten gene-
ralmente durante la infancia en ambientes de pobreza mediante con-
tacto cutaneo’, si bien se han descrito en Japdén casos de bejel con
transmisién entre hombres que tienen relaciones con hombres
(HSH).

La sifilis es una infeccién que evoluciona en fases con diferentes
manifestaciones clinicas, aunque la mitad de los pacientes afectados
nunca desarrollaran signos ni sintomas, y en los que aparecen, pue-
den ser muy variados, especialmente en la sifilis secundaria, lo que
le ha valido a esta enfermedad el apelativo de “la gran imitadora”. Sin
tratamiento, la evolucién es lenta, pero el desarrollo de lesiones in-
flamatorias crénicas granulomatosas (gomas), la afectacién cardio-
vascular y la afectacion del sistema nervioso central pueden condi-
cionar graves manifestaciones clinicas muchos afios después de la
infeccién.

El diagnéstico también presenta dificultades, especialmente en
pacientes asintomaticos, gestantes, recién nacidos y en las fases ini-
ciales de la infeccién.

El principal método diagnéstico es la serologia, debido a la faci-
lidad para la obtencién de la muestra y a la automatizacién actual,
que permite realizar el cribado y que proporciona el diagnéstico en
pacientes asintomaticos. Es una técnica que no proporciona un
diagnéstico definitivo, solo presuntivo?, precisando el empleo com-
binado de tests treponémicos y no treponémicos para poder infor-
mar un resultado positivo. Como desventajas tiene un periodo ven-
tana desde la aparicion de los primeros signos (chancro), lo que
condiciona su sensibilidad, presenta reacciones falsas positivas vy,
en ocasiones, es dificil establecer la fase y evolucién de la enferme-
dad.

Las técnicas directas, que determinan la presencia de TP en las
lesiones, proporcionan el diagnéstico definitivo; entre ellas estan: a)
la infectividad en conejo, que solo esta al alcance de centros muy
especializados, y aunque recientemente se ha conseguido el cultivo
de TP in vitro durante mas de 6 meses? no son métodos aplicables a
la rutina diaria; b) el examen microscépico, que precisa de equipa-
miento no disponible en todos los laboratorios (microscopio de cam-
po oscuro), microscopista experto y con disponibilidad inmediata
para la observacion de las preparaciones, que no se puede demorar
mads alld de 30 min desde la recogida de la muestra de las lesiones
exudativas. La microscopia no es véilida en muestras en las que puede
haber treponemas saproéfitos, como en la boca.

Las técnicas de biologia molecular también proporcionan diag-
néstico directo y solventan la mayoria de las limitaciones de la mi-
croscopia de campo oscuro, lo que unido a la comercializacién de
equipos para estas técnicas, suponen una alternativa diagnéstica
aln poco explorada en muchos centros. Recientemente se ha publi-
cado en esta revista una revision de los aspectos generales referidos
a la clinica, diagnéstico y tratamiento de la sifilis®, por lo que el ob-
jetivo de este articulo sera profundizar en el papel de las técnicas de
biologia molecular en el estudio de TP, que ha permitido el progreso
en el conocimiento de varios aspectos de la infeccién, como los re-
lativos a su origen y diseminacién de la enfermedad, la tipificacion
epidemiolégica, el diagnéstico en la sifilis primaria y las implicacio-
nes de la deteccién de la bacteriemia y la deteccién de resistencias a
macrélidos.

Origenes de la sifilis

Usando técnicas de captura de ADN y secuenciacién masiva®, en
70 muestras de 12 paises de los afios 2012 y 2013 y de 1912 en ade-
lante, encontraron un ancestro comn en la era moderna. Aunque no
resuelven la pregunta acerca de si el origen fue americano o europeo
en el siglo xvi, este andlisis indica que el contexto de diseminacién de
un linaje de proporciones pandémicas fue posterior a la colonizacién
americana. Ademas, la aparicién de resistencia a macrélidos también
es moderna.

En realidad, la relacion filogenética entre treponemas y su evolu-
cién histérica es controvertida. Se propuso que la pinta era la forma
original que dio lugar al bejel y después a la sifilis endémica y final-
mente a la sifilis”. Otro autor plante6 que todas ellas eran la misma
enfermedad con distintas manifestaciones clinicas®; en este sentido,
se vio que habia una falta de distincién molecular de estas subespe-
cies® y que las no sifiliticas (pian y endémica) eran de origen mas
temprano. El principal problema de estos estudios es que no se han
realizado con métodos de secuenciacién masiva'®. Durante la prime-
ra fase evolutiva, las 3 subespecies se separaron y formaron ances-
tros tempranos, se calcula que hace 879 (sifilis) y 799 afios (endémi-
cas), respectivamente. En este estudio®, todas las subespecies
muestran un ancestro comdn y tuvieron el mismo origen y la cepa de
TP se originé en Norteamérica. La epidemia global de TP reciente se
origin6 mas temprano que las endémicas (hace 510 frente a 421
afios), lo que apunta a una variacion genética de conversion en los
genes tprG y tpr], sugiriendo que las cepas mas tempranas de TP fue-
ron de Norteamérica a Europa, y aqui dieron lugar a 2 linajes distin-
tos™.

Otra aplicacion de los métodos moleculares ha sido en la recons-
truccion del origen y evolucién de la enfermedad en los estudios ar-
queolégicos™.

Epidemiologia

La sifilis es una infeccién cada vez mas frecuente. Seglin estima-
ciones de la OMS, en el afio 2016 hubo 6 millones de nuevos casos,
con una tasa de 170 casos por 100.000 mujeres y 160 casos por
100.000 varones (entre 15 y 49 afios)™.

En Europa, el European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC), constata un incremento de la incidencia desde el afio 2011.
Asi, en 2017 se declararon 33.189 casos confirmados, lo que represen-
ta una tasa de 7,1 casos por 100.000 habitantes (6,1 en 2016). Es 9
veces mas frecuente en varones que en mujeres, con un pico en los
varones de entre 25 y 34 afios (tasa de 28 casos por 100.000). Esta
tendencia ascendente en la incidencia se debe fundamentalmente al
aumento de infecciones entre los varones, especialmente los HSH,
que suponen el 67% de todos los casos declarados®.

En Espafia, las tasas se fueron incrementando de forma paulatina
desde el minimo observado en el afio 2001 (1,77 casos por 100.000
habitantes), hasta alcanzar una estabilizacién entre los afios 2010 y
2016 (tasas de 7-8 casos por 100.000 habitantes), pero los Gltimos
datos de 2017 con 4.941 casos notificados (tasa de 10,61 por 100.000
habitantes) suponen un importante retroceso en el control de esta
enfermedad™.

Ya se ha sefialado que la mayor parte de los casos de sifilis se en-
cuentran en HSH, probablemente relacionado con factores de riesgo
que se dan en parte de esta poblacién, como un elevado nimero de
contactos sexuales, que pueden ser anénimos mediante contacto en
redes sociales o en clubes y saunas, y especialmente debido a relacio-
nes sexuales desprotegidas'>". El fendmeno del chemsex, en el que
se consumen drogas para estimular y alargar los contactos sexuales,
habitualmente en grupo, es otro factor de riesgo importante’, asi
como ser VIH positivo, y se encuentra un incremento del riesgo con
el tratamiento antirretroviral, probablemente derivado de la dismi-
nucion de percepcién de riesgo y el menor uso de preservativos®.
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Para abordar el incremento en la incidencia de la sifilis con medidas
basadas en la prevencién, debemos ser capaces de identificar grupos
nucleares, las dindmicas de transmision, la relacién con factores con-
ductuales y otros factores epidemiol6gicos, y todo ello no se consi-
gue sin un adecuado sistema de tipificacién de TP.

Tipificacion

Puesto que a efectos practicos TP no se puede cultivar, se debe
recurrir a métodos moleculares para la identificacién de cepas.

El genoma de TP contiene regiones polimoérficas apropiadas para
técnicas de tipificacion. La mas usada hasta ahora fue desarrollada en
1998 y mejorada en 2010 y se suele denominar como “método mejo-
rado de los CDC (E-CDC)"20?!, Se basa en el andlisis de 3 regiones di-
ferentes: el nimero de repeticiones del gen arp (“acidic repeat protein
gene”), el patrén obtenido mediante enzimas de restriccién (Msel)
de los genes tpr (“Treponema pallidum repeat gene”; tprE, tprG y tpr])
y la secuenciacién de parte del gen tp0548. Otras modificaciones pro-
puestas incluyen los genes tp0279 y tp0136, pero el método E-CDC es
el mas empleado, ya que ha demostrado estabilidad en las cepas des-
pués de pases sucesivos en conejo.

Mediante estas técnicas se han sugerido que las cepas 14a/ay 14d/f
tienen el mayor grado de neuroinvasividad®, y que las cepas 14d/g y
8d/g podrian causar sifilis ocular?. Sin embargo, recientemente otros
autores en Amsterdam no hallaron relaciones entre los diferentes ti-
pos encontrados y caracteristicas demograficas o clinicas, siendo el
tipo 14d/g el mas frecuente (23%) en la poblacién estudiada®.

También recientemente en Barcelona, Fernandez-Naval et al®®,
mediante el sistema E-CDC consiguieron estudiar 62 cepas de origen
genital, y obtuvieron 21 patrones diferentes, de los que el mas fre-
cuente fue el 14d/g (27,4%).

Diagnéstico de laboratorio

El diagnéstico de la sifilis se ha realizado clasicamente mediante
la deteccién directa por microscopia de campo oscuro y fundamen-
talmente por serologia®.

Las técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se des-
cribieron por primera vez en 1990, y desde entonces han ido evolu-
cionando en su formato y dianas?. A la PCR cualitativa inicial, le si-
guieron nested PCR, PCR a tiempo real (PCR TR) y, mds recientemente,
formatos multiplex. Las principales dianas descritas son los genes
bmp, tpp47 y polA, l1a Gltima de ellas es la mas usada. E1 ADN de TP se
ha encontrado en muestras de exudados de tlceras, liquido cefalo-
rraquideo (LCR), sangre, orina y diferentes tejidos, pero su principal
utilidad es en dlceras y lesiones exudativas en pacientes con sifilis
primaria y secundaria.

En un metaandlisis se vio que la sensibilidad de la PCR es del
78,4% en tlceras y chancros anales, mientras que la muestra de san-
gre presenta su mayor sensibilidad en casos de sifilis congénita, con
un 83%, y de sifilis secundaria, con el 52,2%, por lo que segln estos
autores, la PCR seria (til para el diagndstico en tlceras, especialmen-
te cuando la serologia es negativa y en situaciones de elevada preva-
lencia epidemiolégica, aunque también afirman que serviria mas
para confirmar el diagndstico que para excluirlo®,

Por el contrario, otros autores encuentran que en su experiencia,
la PCR obtenida de chancros sugestivos de lesion sifilitica solo aporta
un 3% de diagnésticos a los proporcionados por la serologia, conclu-
yendo que tiene un valor muy limitado, ya que la serologia tiene un
valor predictivo negativo del 99% en su estudio®.

La PCR TR determina la carga bacteriana, y esta varia en funcién
del estadio y por la actividad de la infeccién, lo que puede tener im-
portancia en predecir la actividad de la enfermedad, la respuesta al
tratamiento e identificar a los pacientes con cura serol6gica®. Aun-
que en el caso de otras muestras como sangre total, en la sifilis se-
cundaria puede ser positiva en algunos pacientes, no se aconseja

para estos estadios fuera de la lesién de tlcera. En el caso de biopsias
cutaneas, la sensibilidad varia entre el 39 y el 75%'32, En un estudio
que determind la carga bacteriana de TP se vio que esta es heterogé-
neay alta en sifilis primaria, independientemente del sitio anatémi-
co, reflejando la diferencia de duracién de los chancros y su resolu-
cién; en el caso de la sifilis secundaria en sangre, se vio la alta
dispersion de las concentraciones de bacterias y la baja o nula detec-
cién cuando permanece oculta en los nichos propios de la sifilis®.

Para muestras de tejidos en parafina y usando como diana el gen
polA se ha visto buena sensibilidad de estas técnicas**. En otro estu-
dio se usé con éxito también la técnica de FISH (hibridacién fluores-
cente in situ)®. Puede ser (til para casos inciertos de tejidos como
aspiracion con aguja fina de nédulos linfaticos de pacientes con sifilis
secundaria o latente®®. Otra posibilidad es el diagndstico de sifilis
congénita mediante tejido de placenta®. En el caso de la neuroldes,
los datos de una revisién de articulos encuentran una baja sensibili-
dad frente a la serologia®.

En el momento actual, las principales guias de diagnéstico®394°
establecen que el papel de las PCR se limita a la deteccién de TP en
las lesiones en las que se pueda sospechar de su existencia, especial-
mente si pudiesen existir treponemas saprofitos, como en la boca. Es
valida para tejidos y humor acuoso, pero poco recomendable por su
baja sensibilidad en sangre y en LCR. En pacientes VIH positivos con
serologias de sifilis repetidamente negativas y sospecha clinica, la
PCR de las lesiones también es de utilidad. En sifilis congénita, la
positividad de PCR de TP en muestras de placenta, tejidos y exudati-
vas del nifio, tipicamente de fosas nasales, proporcionan un diagnés-
tico definitivo.

El papel de las técnicas moleculares ird aumentando a medida
que haya plataformas comerciales y automatizadas que complemen-
ten a la serologia en el caso de la sifilis primaria y la detecciéon de
resistencias. La comercializacién de técnicas en formato multiplex
que proporciona el diagnéstico etiolégico de los principales agentes
responsables de las Glceras genitales (TP, virus herpes simplex, Chla-
mydia trachomatis productora de linfogranuloma venéreo, Haemo-
philus ducreyi) esta permitiendo a los clinicos y al laboratorio dispo-
ner de técnicas moleculares para patégenos que hasta ahora eran de
dificil diagnéstico, y probablemente permitira la generalizacién del
diagnéstico directo de la sifilis prescindiendo de la microscopia de
campo oscuro, si bien la serologia seguira siendo una herramienta
diagnéstica a la que seguiremos recurriendo.

En la tabla 1 se expone de forma resumida las principales carac-
teristicas de las diferentes PCR para TP.

Resistencia antimicrobiana

Después del uso durante mas de 70 afios de penicilina, no se han
encontrado resistencias, que hipotéticamente no se produciria por
mutaciones simples, sino mediante la adquisicién de informacién
genética nueva mediante transferencia horizontal de genes o me-
diante un proceso de mutaciones mdltiples. Se postula la lipoprotei-
na Tp47 como eventual candidata a desarrollar una variante que
confiera resistencia a la penicilina mediante su unién a la penicilina
y su actividad betalactamasa*.

Los macroélidos no son una de las primeras opciones de tratamien-
to de la sifilis, pero ya han aparecido resistencias a eritromicina, azi-
tromicina y espiramicina*. En 1977 se describieron resistencias a
eritromicina con la cepa 14 Street; el mecanismo de estas resisten-
cias es cromosémico con mutaciones A2058G y A2059G en el gen
23S ARNr. La primera de las mutaciones se describié en Estados Uni-
dos, Canadd y China, mientras que la segunda lo fue en la Republica
Checa, Colombia y Reino Unido*. Esta resistencia a macrélidos pare-
ce ir en aumento, aunque la frecuencia descrita puede ser muy varia-
ble entre series (el 0,7% en Taiwan y el 80% en Sidney), por lo que el
tratamiento con macrélidos no se deberia utilizar sin seguimiento,
tal como recomiendan todas las guias®.
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Tabla 1
Caracteristicas de las diferentes PCR para el diagndstico de Treponema pallidum

Factor Importancia

Comentarios

Estadio sifilis
Primaria Usar pronto en este estadio

PCR: S: 84,6-89,1% y E: 93,1-100%

PCR nested: S: 70% y E: 95%

PCR TR: formato rapido y sencillo

Adecuado en chancros. Casos atipicos en amigdalas, vertebrales y oculares
Utilidad en el diagnéstico inicial. Posible utilidad prondstica: correlacién con titulos de RPR

S mas baja en muestras no invasivas que no sean piel o tlceras

No apropiado para cribado. Posible interés para gravedad de la infeccién

Calcula la cantidad de TP, pero dificil estandarizacion: segin el tipo de muestra y el método
de extraccién

PCR multiple: mds S que la serologia
Secundaria PCR: S: 50-81,1% y E: 100%
LAMP: mejor S y E en sangre periférica
Neuroldes PCR: S: 40-70% y E: 60-100%
Tipo de muestra Mejor en tlceras y tejidos. No eficaz en otras
Suero mejor que sangre completa
Diana Mas usado polA y Tpp47
Otras: bmp, trp, arp
Extraccion ADN Fisica o quimica (la mas usada). No comparaciones
Coinfecciones No hay interferencia

Otros Personal, equipos, estadisticas

Podria ser el método de cribado. Reduce costes y tiempo al testar varios patégenos a la vez

La diana con Tpp47 S: 68% y E: 91,9%

Sin diferencias en S y E entre polA 'y Tpp47

Se estan buscando nuevas dianas

A mejorar con menos eluido y reduccion de contaminacion y degradacién
Se puede realizar PCR mdltiple y confirmacién con otras

Hay falta de formacién y se debe tener un mantenimiento de equipos

E: especificidad; LAMP: PCR isotérmica; PCR: reaccién en cadena de la polimerasa; S: sensibilidad; TR: tiempo real.

Las mutaciones pueden detectarse mediante amplificacién de una
secuencia especifica del gen 23S rRNA y su posterior secuenciacion,
si bien se ha descrito una PCR TR que detecta las 2 mutaciones, per-
mite la identificacién rapida de estas resistencias y, por tanto, tendria
interés en los casos en los que se tenga que recurrir a tratamientos
con macroélidos*.

Las resistencias a tetraciclinas se buscan en las posiciones 965 y
1058 del gen 16S rRNA, y son muy poco frecuentes.

En Amsterdam?* encontraron que un 88% de las cepas estudiadas
presentaban mutaciones A2058G que confieren resistencia a macré-
lidos, si bien no encontraron ninguna mutacién en la posicién 2059.

En Barcelona® se han encontrado mutaciones que confieren resis-
tencia a macrélidos en el 95% de las cepas estudiadas, mientras que
para tetraciclinas estaban ausentes.

Como conclusién final podemos sefialar que las técnicas de diag-
néstico molecular de la sifilis estin experimentando importantes
avances que nos van a permitir, no solo hacer diagndsticos directos
de las lesiones que produce esta infeccién, sino también conocer con
mas detalle su epidemiologia y poder hacer vigilancia de la aparicién
de resistencias antimicrobianas.

Conflicto de intereses
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