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_Resumo

Sifilis, a doenga sexualmente transmitida causada por Treponema pallidum,
apresenta diferentes manifestacoes clinicas. No entanto, os fatores que
levam as diversas progressdes da doenga permanecem desconhecidos.
Este estudo teve como objetivo a quantificagdo da carga treponémica, em
diversas amostras biolégicas, para contribuir para uma melhor compreen-
séo da doenga. Analisaram-se 309 amostras de DNA de distintos locais ana-
témicos associados a diferentes manifestagoes de sffilis. Uma quantificacéo
absoluta por PCR em tempo-real foi utilizada para quantificar precisamente
o nimero de células treponémicas e humanas, e calcular a carga treponémi-
ca em cada amostra. Os exsudados de lesdes priméarias apresentaram as
cargas treponémicas mais elevadas contrastando com as amostras sangui-
neas. Uma grande dispersao de concentragdes bacterianas foi observada
nas amostras sanguineas dos casos de sffilis secundaria. T. pallidum foi
detetado em 37 amostras de individuos seronegativos e em 13 casos de sifi-
lis tratada. Este estudo sugere um cenario onde a sffilis podera ser caracteri-
zada por: i) cargas elevadas e heterogéneas na sffilis priméria, refletindo a
duragéo do desenvolvimento e resolugéo da lesdo; i) uma potencial capaci-
dade replicativa de T. pallidum na corrente sanguinea, sugerida pela elevada
dispersao de concentragoes na sffilis secundéria; e iii) uma evasao bacteria-
na quer ao sistema imunitario do hospedeiro quer ao tratamento antibiético.

_Abstract

Syphilis is the sexually transmitted disease caused by Treponema pallidum,
which presents distinct clinical manifestations posing different implications
for diagnosis. Nevertheless, the inherent factors leading to diverse disease
progressions are still unknown. We aimed to assess the association between
treponemal loads and dissimilar disease outcomes, to better understand
syphilis. We analyzed 309 DNA samples from distinct anatomic sites associ-
ated with particular syphilis manifestations. An absolute quantitative real-time
PCR procedure was used to precisely quantify the number of treponemal and
human cells to calculate T. pallidum loads in each sample. Exudates from pri-
mary lesions presented the highest T. pallidum loads in contrast with blood-

derived samples. High dispersion of T. pallidum concentrations was observed
in blood-derived samples from secondary syphilis. T. pallidum was detected
in substantial amounts in 37 samples of seronegative individuals and in 13
cases considered as syphilis-treated. This study suggests a scenario where
syphilis may be characterized by: i) heterogeneous and high treponemal loads
in primary syphilis, reflecting dissimilar duration of chancres development and
resolution; ii) potential replication capability of T. pallidum while in the blood-
stream, suggested by high dispersion of bacterial concentrations in seconad-
ary syphilis cases; and iii) bacterial evasiveness, either to the host immune
system or antibiotic treatment.

_Introdugéo

Treponema pallidum subsp. pallidum (T. pallidum) é a espiro-
queta responsavel pela sifilis. Esta bactéria infeta o ser humano
e transmite-se durante a gravidez da mae para o feto, por
transfusdo sanguinea mas, sobretudo, por contacto sexual,
enquadrando-se, por isso, no &mbito das infecdes sexualmen-
te transmissiveis (IST) (. 2). Em 2008, a Organizagéo Mundial
da Saude estimou em 10,6 milhdes o nimero de novos casos
de sffilis em adultos em todo o Mundo (3). A sfilis é classifica-
da como congénita ou adquirida. A sifilis adquirida é definida
como sifilis recente (i.e. manifestagdes clinicas até 1 ano apés
lesao primaria) e sifilis tardia (i.e. manifestacdes clinicas mais
de um ano depois da lesdo primaria). Durante a sifilis recente
ocorre lesdo primaria, i.e. uma ulcera indolor no local anatémi-
€O em que ocorreu a infecé@o, a qual poderdo seguir-se, cerca
de trés semanas depois, sinais clinicos de sifilis secundaria,
i.e. Ulceras e lesdes mucocutaneas. Posteriormente e caso a
infec@o néo seja diagnosticada e tratada, a doencga pode entrar
numa fase de laténcia, assintomatica, ou progredir para sifilis
terciaria, durante a qual o sistema cardiovascular ou o sistema
nervoso central sdo comprometidos, ocorrendo as consequen-
tes manifestagdes clinicas (1 2),

A nivel laboratorial, a sifilis pode ser diagnosticada com
recurso a serologia, que inclui testes treponémicos e nao-
treponémicos (4), ou por métodos de detecdo da bactéria,
nos quais se destacam as técnicas de amplificacéo génica (5.
O contributo das diferentes técnicas laboratoriais, utilizadas
no diagnostico da sifilis, varia consoante a fase da doenga.
A titulo de exemplo, durante a fase de sifilis primaria 0os mé-
todos moleculares terdo mais sucesso do que a serologia, a
qual terd maior contributo durante as manifestacoes de sifilis
secundaria (5).
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_Objetivo Tabela 1: [1 Distribuigdo das amostras biolégicas por tipo e

; fase clinica de sifilis.
E objetivo deste estudo a quantificacéo da carga treponémica,

em diversas amostras bioldgicas que refletem as diversas fases .
NUmero de amostras (n=309)

da sifilis, de modo a poder contribuir para uma melhor compre-

. ) . . L Tipo de amostra biologica
enséo da doenca e das respetivas manifestacdes clinicas.
Lesdo peniana 132
_Materiais e métodos Lesdo anal 40
) - o ) ) Lesdo vaginal 12
Foi utilizada uma amostra de conveniéncia, que incluiu 309
) o . Lesao de lingua 5
amostras de DNA extraido de produtos biolégicos positivos para
) o ) Lesdo da orofaringe 2
T. pallidum (tabela 1) na sua maioria provenientes de utentes da
o Lesao do escroto 2
consulta de doencas sexualmente transmissiveis do Centro de Lesio il 1
€8ao labial
Salde da Lapa em Lisboa. Do total de amostras biolégicas re-
) . . Sangue total 59
cebidas 42,7% (132/309) eram lesdes penianas e 19,1% (59/109)
o o PBMC isolados 46
foram sangue total. A maioria das amostras biologicas foram ob- R
7
tidas de infegOes primarias (53,7%; 166/309). Os resultados dos y
acenta 2
testes seroldgicos de sifilis foram maioritaria e gentilmente cedi-
o . . Humor vitreo 1
dos pelos clinicos da consulta acima referida.
Tipo de sifilis
A quantificagdo por PCR em tempo real (qPCR) foi efetuada re- Priméria 166
correndo a tecnologia LightCycler® 480 SYBR Green (Roche Secundaria 52
Diagnostics), que permitiu quantificar o nimero de células de Secundaria com condylomata Jata 13
T. pallidum e de células humanas em cada amostra, por forma Priméria & secundéria a4
a obter um resultado normalizado, o qual sera denominado Terciaria (neurosfils) 7
daqui em diante como “carga de T. pallidum” para cada amos- Tratada’ 13
tra. Em paralelo, também se normalizou o nimero de células de Latente recente? 9
T. pallidum por exsudado (para as lesoes) ou por mililitro (para Latente indeterminada® 19
sangue, LCR e humor vitreo), tendo em conta todo o proces- Congénita 3
so de extragdao de DNA das amostras recebidas (i.e., volume L - .
Teste seroldgico (ndo-treponémico / treponémico)
de colheita, e de diluigao e de eluicéo), de forma a minimizar o
) Ambos positivos 216
efeito da amostragem.
Apenas um tipo de teste positivo 37
. . Ambos negativos 37
_Resultados e discussédo
n.a. 19
Observou-se uma grande dispersao tanto em termos de con-
centragéo de células humanas como de T. pa///dum por amostra 1 - considerada tratada quando apés administragao de antibiotico ocorreu
(gréfico 1)Y 0 que no primeiro caso poderé reflectir diferentes desaparecimento dos sinais clinicos e um decréscimo de 4 vezes do titulo
o ) ) . serologico. 2 - fase assintomatica classificada pelos clinicos como sifilis
COﬂdIQOGS de colheita e no segundo as diferentes fases da sifilis latente recente ou latente indeterminada, de acordo com os resultados dos
em que o doente se encontrava quando foi efetuada a colheita testes serologicos e com a histoéria clinica. n.a. - ndo aplicavel.

PBMC - células mononucleares do sangue periférico.

da amostra bioldgica. Nos exsudados de lesdes, as mais baixas LCR - Liquido cefalorraguidiano.

concentracdes de T. pallidum coincidiram com a fase de sifilis
secundaria, exceto quando esta fase ocorre como condylomata
lata; nestes casos, verificaram-se as concentragdes bacterianas
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mais elevadas, talvez por se tratar de manifestagdes numa zona mu-
cosa, eventualmente mais propicia a replicacao da espiroqueta. As
concentragdes mais elevadas foram observadas em amostras de le-
sOes de individuos que apresentavam simultaneamente sinais clini-
cos de sifilis primaria e secundaria. Contrariamente, e para 0 caso
dos produtos bioldgicos sangue total e PBMC, as amostras colhidas
durante a fase de sffilis secundéaria apresentaram uma enorme dis-
tribuicdo de valores de carga de T. pallidum, sugerindo uma vasta
disseminagado bacteriana, que seria hipoteticamente explicavel pela
capacidade de replicagdo de T. pallidum na corrente sanguinea.

Foi também possivel observar uma quantidade substancial de
T. pallidum nos 13 casos de sffilis considerada tratada (grafico 1),
permitindo especular que T. pallidum podera manter-se em nichos
anatémicos, nos quais o antibiético chegara em concentragoes
subterapéuticas. A possibilidade das concentragdes de T. palli-
dum em individuos tratados ser devida a bactérias mortas em cir-
culacdo ndo parece razoavel, ja que foi demonstrado que o DNA
de T. pallidum é removido da corrente sanguinea nas 56 horas que
se seguem & toma da terapéutica antibictica (6).

Gréafico 1: [ Distribuigdo do nimero de células de T. pallidum nas amostras biolégicas (diferentes exsudados e sangue total) por fase
clinica de sifilis (A). Distribuicdo da carga de T. pallidum por amostra bioldgica (B).
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As cargas de T. pallidum foram determinadas como a razdo de células bacterianas por 1000 células humanas.
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Foi observada uma vasta gama de valores de carga de T. palli-
dum, em todos os tipos de amostra bioldgica estudados, o que
podera refletir os diferentes quadros clinicos de sifilis, assim como
0 momento de evolugcdo da doencga a data em que o diagndstico
foi efetuado. Por exemplo, de acordo com a literatura, as Ulceras
primarias tém um periodo de incubacao relativamente longo (entre
10 e 90 dias), resolvem-se espontaneamente em 4 a 6 semanas,
mas podendo ser ainda percetiveis no inicio do desenvolvimento
da sffilis secundaria (). Neste estudo, em apenas 6 das 309 amos-
tras foram observadas cargas treponémicas com uma razao supe-
rior a 1000, o que podera ter coincidido com colheitas feitas no
pico do desenvolvimento da Ulcera. Curiosamente, as amostras de
LCR apresentaram cargas elevadas de T. pallidum, uma observa-
¢ao que pode ser devida a auséncia de células humanas neste tipo
de amostra bioldgica, situacdo que tecnicamente podera favore-
cer a detegdo da bactéria. As amostras de sangue total e fracdo
PBMC tiveram globalmente os valores mais baixos de carga trepo-
némica. Nao obstante, foram detetados treponemas em amostras
de sangue colhidas em todas as fases da doenca e mesmo nos
casos de sifilis tratada.

Acresce que, ndo Se observou uma relagdo entre as cargas de
T. pallidum e os resultados dos testes seroldgicos nao-treponémi-
cos. De facto, T. pallidum foi quantificavel em todos 0s casos para
0S quais os resultados serolégicos foram conhecidos (290/309),
incluindo 37 casos com serologia negativa, 0s quais apresentavam
sintomas compativeis com sffilis. Esta constatagéo poderd refletir
a baixa sensibilidade dos testes seroldgicos no diagnéstico da sifi-
lis, que se poderd justificar por uma resposta imunitaria pouco ex-
pressiva em consequéncia da composi¢cao da membrana exterior
de T. pallidum, fundamentalmente constituida por proteinas trans-
membranares pouco imunogénicas {1+ 2). Tal constatacéo podera
justificar a existéncia de fases de laténcia, variaveis entre meses
e anos, durante as quais a bactéria se dividira muito lentamente,
sendo que os fatores que desencadeiam a reativacao da infegéo
permanecem ainda desconhecidos.
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_Conclusdes

Em suma, a vasta gama de cargas treponémicas observadas
nas lesdes clinicas refletem a heterogeneidade da sifilis pri-
maéria, enquanto as elevadas concentragdes de T. pallidum no
sangue, durante a sifilis secundaria, poderdo dever-se a dis-
seminacdo da bactéria nesta fase e sugere a uma potencial
capacidade replicativa da mesma na corrente sanguinea. O
numero consideravel de espirogquetas na corrente sanguinea,
apods o tratamento e em individuos seronegativos para a sifi-
lis, indicia que a bactéria possa, nalguns casos, permanecer
inacessivel em nichos anatdmicos. Isto é, T. pallidum podera
por um lado néo ser erradicado pelo tratamento antibiotico e,
por outro, podera de alguma forma iludir o sistema imunitario
do hospedeiro, provavelmente devido a composicdo pouco
imunogénica da sua membrana externa.

Um estudo mais alargado, compreendendo a determinacéo das
cargas de T. pallidum em diferentes amostras bioldgicas colhi-
das durante fases distintas de evolucao da sifilis, podera supor-
tar e facilitar a compreenséo de alguns resultados do presente
estudo relativos a biologia do T. pallidum e ao processo multi-
fasico da sifilis.
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