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SUBTIPAGEM DE Treponema pallidum POR SEQUENCIAMENTO

MULTILOCUS - MLST
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INTRODUCAO

A Sifilis € uma treponematose sistémica, de evolucao cronica
classificada como Infeccao Sexualmente Transmissivel — IST,
exclusiva do ser humano, causada pelo Treponema pallidum,
uma bactéria Gram-negativa de alta patogenicidade.

Figura 1: Revista ESPM, 2023.

O objetivo geral do estudo é otimizar a téecnica de MLST na
identificacao de subtipos de Treponema pallidum.

METODOLOGIA

Estudo descritivo de otimizacao aplicada a epidemiologia
molecular. Utllizou-se amostras provenientes de um projeto
maior, excluindo amostras que nao permitem a deteccao do TP.

Figura 1 — Fluxo de trabalho do MLST.
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Fonte: Thermo Fisher Scientific, 2023.

* Replicou-se a técnica descrita por Grillova dos genes
TP0136, TP0548 e TPO705;

» Seguenciamento das amostras que apresentam amplificacao
por Sanger;

 Foram analisadas no MEGA11 as sequéncias consensos;

Por fim, submetidas ao PUbMLST.
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RESULTADOS

Nao houve éxito na replicacao exata da metodologia de
Grillova de PCR convencional, apos ajuste de temperatura e
concentracao dos primers, os resultados foi alcancado o gue
possibilitou o sequenciamento dos subtipos.

Foram testadas 23 amostras a partir de secrecoes do raspado
de ulceras genitais, das guais apos a realizacao de gPCR para

deteccao do DNA de Treponema pallidum, temos:
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amos,tras 18 amostpras positivas Amostras
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As 18 amostras positivas passam pela analise completa
proposta por Grillova et al.

A partir do disso a database retornou com 0S seguintes
resultados:
» 10 amostras para Nichols-like;
* 6 amostras para SS14-like;
2 amostras nao foram possivel a identificacao do seu
subtipo (complexo clonal).

Tabela 1 - Perfil das amostras incluidas para analise do MLST (n= 18)

CLONAL
ID TP0136 TP0548 TPO705 COMPLEX ST
32 1 3 21 X 115
40 9 { 3 Nichols-like 26
61 9 { 3 Nichols-like 26
26, 37,90, 112, 113,
65 30 ! 3 Nichols-like 122
66 1 48 10 SS14-like 67
87 9 / 3 Nichols-like 26
117 9 { 3 Nichols-like 26
122 9 { 3 Nichols-like 26
166 9 { 3 Nichols-like 26
200 9 { 3 Nichols-like 26
213 1 3 1 SS14-like 1
27, 28,67, 103, 114,
291 1 48 J SS14-like 117
144 9 { 3 Nichols-like 26
146 1 3 1 SS14-like 1
172 1 48 3 X 117
274 9 { 3 Nichols-like 26
275 1 30 1 SS14-like 54
11, 61, 63, 69, 100,
415 1 70 3 SS14-like 117

Legenda: ID - Identificacao da amostra; ST - Sequence Typing; ND - Nao determinado.

Em relacao as caracteristicas sociais, temos:

Tabela 2 - Perfil dos pacientes no estudo (n = 18)

Variavel Resultado
Sexo Masculino — 100%
Faixa etaria 20 — 50 anos
Raca/Cor Pardo — 12 | Negro — 4 | Branco — 2

Heterossexual — 13
HSH Ativo/Passivo — 4
Outros -1

Nenhum -0 | 1 parceiro—7
2 ou mais =11

Todas as relacoes — 3
Eventualmente (fixo ou nao) — 6
SO com parceiro fixo — 2
Nao uso — 7

Orientacao Sexual

N° de parceiros
(fixo ou eventual)

Uso de preservativo

COMENTARIOS FINAIS

O estudo mostra um bom desempenho na otimizacao da
tecnica de MLST para os padroes internos do laboratorio que
permitiu a subtipagem das subespécies e que podera servir
com uma ferramenta para futuros estudos de epidemiologia
molecular.
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