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Resumo

A sifilis € uma doenca sexualmente transmissivel que surgiu na Europa por volta do
século XV sendo esta causada pela espiroqueta Treponema pallidum subespécie pallidum.
Ainda hoje surtos epidemiolégicos de sifilis prevalecem fazendo desta doenga um motivo de
preocupacdo. O presente estudo tem como objetivo padronizar um método de extracdo de
DNA do T. pallidum a partir de amostras clinicas e realizar a amplificacdo do DNA extraido
por PCR para detectar a presenga do T. pallidum. Para isto, a extragdo de DNA das amostras
foi feita através da utilizacdo de um aparelho de ultrassom. Este aparelho emite vibragdes
ultrassénicas o que acaba por romper a parede celular bacteriana. Até o momento foi extraido
DNA de 25 amostras clinicas.
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INTRODUCAO

A sifilis surgiu subitamente na Europa, como uma grande pandemia, no final do século
XV apresentando as seguintes manifestagdes clinicas: lesdes na pele (principalmente na
regido bucal ou genital), porém em casos mais avancados podem ocorrer complicacdes
neurolédgicas e cardiacas (CASTRO, 2004). O agente etioldgico da sifilis é a bactéria
Treponema pallidum subespécie pallidum, pertence a ordem Spirochaetales da familia
Treponemataceae (FERREIRA et al., 2000). A principal populacdo atingida pela sifilis é a
populacdo sexualmente ativa. 1sso se deve ao fato de existirem basicamente duas formas de
infeccdo sifilitica: a sexual e a por transmissdo vertical, ou seja, da gestante para o feto
(CRUZ et al., 2010; GOH et al., 2005).

Quanto a epidemiologia, a Organizacgdo Mundial da Salde (OMS) relata que
aproximadamente 12 milhdes de novos casos de sifilis ocorrem anualmente em todo mundo,
destes cerca de quatro milhes ocorrem na Africa subsaariana (CENTURION-LARA et al.,
2006). Durante o periodo de 2010 a junho de 2016, foi notificado no SINAN um total de
227.663 casos de sifilis adquirida no Brasil, dos quais 20,5% pertenciam a regido Sul. A taxa
de deteccdo no Brasil em 2015 foi de 42,7 casos de sifilis adquirida/100 mil hab., taxa
superada pelas regides Sul (75,3 casos/100 mil hab.) e Sudeste (55,7 casos/100 mil hab.).
Quanto aos estados, a taxa de detecgdo mais elevada, em 2015, foi observada no Rio Grande
do Sul (111,5 casos/100 mil hab) (BRASIL, 2016).
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A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um método de amplificacdo de uma regido
alvo do DNA que se baseia num ciclo repetitivo de trés reacdes que ocorrem em diferentes
temperaturas e em diferentes tempos. Para isso sdo necessarios um par de primers, a enzima
Tag DNA-polimerase e os desoxirribonucleosideos trifosfatados (dCTP, dGTP, dTTP,dATP)
(EISENSTEIN, 1990) para produzir um amplicon de 377 pares de base (pb). Este estudo tem
como objetivo padronizar um método de extracdo de DNA do T. pallidum a partir de amostras
clinicas e realizar a amplificacdo do DNA extraido por PCR para detectar a presenca do T.
pallidum.

METODOLOGIA

Foram utilizadas amostras de soros de pacientes com resultado conhecido nos testes
soroldgicos para sifilis (VDRL e ELISA). A extracdo de DNA das amostras foi realizada
conforme protocolo adaptado de MOREIRA et al (2010). Resumidamente, foram separados
200 pL de soro em microtubo de 1,5 mL e foram adicionados 500 pL de tamp&o PBS (tampéo
fosfato PH = 6,8) com posterior agitacdo no vortex e centrifugacdo de 10 minutos a 3.000
rpm. Em seguida, foi retirado e desprezado o sobrenadante. No eppendorf com sedimento,
foram adicionados 100 pL de agua ultrapura e passado os tubos no vortex até desmanchar o
botdo. Por conseguinte, foi levado ao banho seco por 20 min a 95°C. Apos, foi colocado no
banho de ultrassom durante 10 minutos a 30°C e centrifugado por 10 minutos a 3.000 rpm.
Em seguida, retirou-se o sobrenadante (onde estd o DNA) para novos tubos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De um total de 50 amostras, até o momento foram extraidas 20/25 amostras com
resultado negativo e 5/25 amostras com resultado positivo nos exames sorolégicos dos
pacientes.

CONCLUSOES OU CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho tem como finalidade padronizar um método de extracdo de DNA através
do método de ultrassom, visto este ser simples e pratico. Os proximos passos da pesquisa
incluem finalizar a extracdo das amostras, tanto positivas quanto negativas, e submeté-las a
amplificacdo por PCR.
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