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OBJETIVOS

General Especificos

e Validar la utilizacién del gen TpN47 para la
identificacion de Treponema pallidum subsp
pallidum en diferentes muestras clinicas.
e Comparar la especificidad y sensibilidad de
la PCR en tiempo real con y sin el uso de

e Comparar la utilizacion de la
PCR en tiempo real con y sin
el uso de la sonda tagman 47
REMA en la deteccion de

Treponema  pallidum  subsp sonda tagman 47 REMA.
pallidum en muestras clinicas e Correlacionar los resultados obtenidos con
para el diagnéstico de sifilis el origen y tipo de  muestra

congénita.
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Alineamiento de los primers TpN47 y sonda
Tagman 47 REMA

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

I 2 2 2 " " 2 2 2 " " 2 2 I
CAGAARRAACTATCCTCAGTGAGCATTGTCTTARGGCCGTTGGTATTCTCCGTARCGCGGGAGTCTTCCACGARGTGAARCTTCTCCTTTGCAATCCCTTTTARTTCATGAGGARCCGCARCTGGGACAAA

|GCHTTGTCTTHHGGCCGTTE|PrhnerForward
=T | AL 7] A T =

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

| + + + 4 4 + + + + + + + |

CTTCATACCGTGAACCTTTACGTTCGTAATCTTGTATTCCTCGCTGTCAARCCATGARGGARCTCGCGCGATCCGCCARCGCTACTGCACCCTCGACTGCTTCARACTTARTCTCCCCGTCCTCTCCCAARA
TACTGCACCCTCGACTGCTT, Primer Reverse

CCGTGAACCTTTACGTTCGT ' Sonda Tagman 47 REMA

R R R



CURVAS DE CALIBRACION

Curva de calibracion PCR tr

y=-3,3733x + 11,325
R*=0,96915
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Coeficiente de
correlacion R2
0,96

Pendiente -

o . . o
Eficiencia 96% 3,3733

Curva de calibracion PCR tr
con sonda Tagman TpN47

y =-3,7733x + 6,0961
R?=0,97916

-6 5 4 3

LOGARITMO DE LA CONCENTRACION

CoefliCieft]tng; Pendiente -
correlacion 37733
0,97

Eficiencia 96%




ENSAYO DE SENSIBILIDAD

Diluciones seriadas en base 10
PCR Convencional PCRentiempo PCR en tiempo real
Real sin sonda con sonda
4540 fg 4,54 fg 1,135 fg

Sensibilidad con respecto a la serologia

48,14% 81,48%



ENSAYO DE ESPECIFICIDAD

PCR tr PCR tr Tagman

Analisis Bioinformatico

PCR con ADN de bacterias de importancia clinica
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Curva Melting PCR tr

Muestras Valor de Ct | Interpretacion

Control negativo N/A Negativo

Cepa ATCC 35984 y 12228 de N/A Negativo
S. epidermidis

Cepa USA 300 de S. aureus N/A Negativo

Cepa 2239 de S. aureus 35.03 Negativo

Cepa C478 de Escherichia 38,20 Negativo
coli

Cepa 2260 de Klebsiella spp N/A Negativo

Control positivo 11,17 Positivo

' 100% de Especificidad |




PCR tr
Tagman

Muestras

Valor de Ct

Interpretacién

Control negativo

N/A

Negativo

Cepa ATCC 12228 y 35984 S. N/A Negativo
epidermidis

Cepa USA 300 de S. aureus N/A Negativo

Cepa 2239 de S. aureus N/A Negativo

Cepa C478 de Escherichia coli N/A Negativo

Cepa 2260 de Klebsiella spp N/A Negativo

Control positivo 15,72 Positivo

100% de Especificidad




Use of PCR in the diagnosis of early syphilis in the United
Kingdom

H M Palmer, S P Higgins, A J Herring, M A Kingston

Sex Transm Infect 2003;79:479-483

Gen que codifica s ie de deteccion de 1 Ppg

para la lipoproteina ) 800 copias
Palmer y col. PCR de membrana de de ADN T. ;I)lgllldum Subsp del genoma
47 Kd pallidum
PCR tr ToN 47 Limite de deteccion de 4,5 fg 3,6 copias
PCR tr
Gamma y col. Tagman polA 2,3 copias
PCR tr
Tagman Wetir LI 0,908 copias
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Getting the measure of syphilis: gPCR to better understand early infection

Craig Tigpl_e,1 Mariam O F Hanna,' Samantha Hill,? Jessica Daniel,? David Goldmeier,2 Myra O McClure," and
Graham P TayM‘

Sensibilidad con

Tipo de Variante de PCR Sensibilidad Especificidad respecto a la técnica

muestras L.
serologica
Ulceras PCR tr 100% 97,14%
34,1% SP . 27,7%

Sangre total PCR tr 57.89% SS 100%
Sangre total
periférica de PCF};” {nzgR 4 100% 100%

gestantes 9

PCR try PCR tr

Sangre de Neonato No concordancia con técnica serologica

Tagman



J Clin Microbiol. 2007 Jan;45(1):93-6. Epub 2006 Oct 25.

Development of a real-time PCR assay to detect Treponema pallidum in clinical specimens and
assessment of the assay's performance by comparison with serological testing.

J Clin Microbiol. 2010 Feb;48(2):497-502. doi: 10.1128/JCM.00720-09. Epub 2009 Dec 8.

Clinical value of Treponema pallidum real-time PCR for diagnosis of syphilis.
Heymans R', van der Helm JJ, de Vries HJ, Fennema HS, Coutinho RA, Bruisten SM.
. . Concordancia con
Variante de la Diana e
PCR Molecular respe’ecto. a otra Especificidad
técnica
David Leslie | 5op ¢ Tagman polA 95% (serologia) 98,40%
PCR tr Tagman TpN47 81,48% (serologia) 100%
Hey(r:no?ns y PCR Tagman polA 87% (MCO) 93,1%




Comparacion de la sensibilidad de las variantes

Tipo de Muestra PCR tr PCR tr Tagman

Sangre periférica de

Gestantes 100% 100%
Suero de Gestantes 60% 60%
Suero de Neonato 25% 100%
Sangre de Cordon Umbilical 0% 50%
LCR 45,45% 90.9%
PCR tr PCR tr Tagman
Numero de muestras positivas 13 /27 22 [27*

Porcentaje 48,14 % 81,48 %



CONTROL INTERNO DE AMPLIFICACION

PCR tr PCR tr Tagman

Controles y Muestras Valor de Ct Controles y Muestras Valor de Ct

Control negativo agua ultrapura N/A Control negativo agua ultrapura N/A

Muestra 001 infectada en el laboratorio 13,07 Muestra 001 infectada en el laboratorio 11,92

Muestra 003a infectada en el

Muestra 004 infectada en el laboratorio 13,60 . 10,49
laboratorio

Muestra 006 infectada en el laboratorio 12,89 Muestra 014 infectada en el laboratorio 9,92

Muestra 012 infectada en el laboratorio 12,70 Muestra 018 infectada en el laboratorio 10,23

Control positivo 21,09 Control positivo 10,46




PCR {r PCR tr Tagman

Interpretacion Cantidad Valor | Interpretacion Cantidad
de Ct aproximadade @ de Ct aproximada de
ADN (fg) ADN (fg)

11350

11,35

11350

1135000




CONCLUSIONES

Se valido la utilizacion del gen TpN47 como diana molecular para detectar la presencia de Treponema pallidum subsp

pallidum en muestras clinicas para el diagnostico de SC

- Se determind que el limite de deteccion de la técnica PCR tr y PCR tr-Tagman fue de 4,5 fg y 1,135 fg respectivamente,
con especificidades del 100% para ambas variantes.

- Al comparar los resultados obtenidos en la PCR tr y PCR tr-Tagman, se establecié que esta ultima es mas sensible con
un 33,34% de diferencia.

- La validacion de esta técnica molecular podra ser implementada en laboratorios clinicos de referencia para diagnosticar
oportunamente la SG y SC y proporcionar tratamiento adecuado, evitando asi, secuelas graves e incluso la muerte
neonatal o infantil.

- La muestra ideal para utilizar en el diagnostico de sifilis haciendo uso de las técnicas moleculares, depende directamente
del estadio clinico de la enfermedad.

- El uso de la sonda Tagman 47 REMA aumenta la sensibilidad de la PCR tr en el diagnostico de sifilis congénita,

disminuyendo los falsos positivos y negativos que se generan cuando se usan técnicas seroldgicas.



RECOMENDACIONES

Disponer de la mayor parte de los datos clinicos de los pacientes incluidos en este tipo
de estudios, tales como signos y sintomas, tiempo de evolucidon de la enfermedad,
tratamiento, estado inmunoldgico, entre otros, para poder correlacionar mejor los

resultados.

Se requiere mayor numero de muestras para validar la técnica en el campo clinico.
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