Otimizacéao do alvo tpr para diagnéstico molecular da
neurossifilis em pacientes vivendo com HIV
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A neurossifilis no paciente vivendo com HIV é de dificil diagndstico, uma vez que
nesses pacientes ha sobreposicao de sintomas, baixa carga infecciosa e baixos
titulos de anticorpos. Apesar disso, 0s testes soroldgicos sdo ferramentas de
escolha para diagnostico da neurossifiis. No caso de pessoas com
imunodeficiéncia, testes de identificacdo direta dos patégenos permitem um
diagndstico mais confiavel. A PCR para deteccao direta do T. pallidum apresenta a
vantagem de ndo depender da resposta imune e permitir a identificacdo de
subespécies de T. pallidum. O objetivo do trabalho foi otimizar o sistema tpr (alelos
E, J e G) aplicado para diagnéstico e subtipagem do T. pallidum. Os primers IP6 e
IP7 foram desenhados a partir de uma regido de DNA, denominada tpr que codifica
proteinas de superficie celular. A amplificacdo foi realizada de acordo com as
seguintes condicdes - desnaturacéo inicial de 95°C por 15 min e 40 ciclos: 94°C por
1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 1 mim 45seg e extensao final de 72°C por 10 min.
O volume final foi 20uL para cada reag¢do. As concentracdes dos primers foram de
10 pmols. A sensibilidade da técnica foi avaliada utilizando uma curva de diluigdo
de fator 10 a partir de quantidades conhecidas de DNA plasmidial, nas
concentracdes entre 1,0 ng e 10,0 ag. Os melhores resultados foram obtidos para o
gene tpr alelo E, que apresentou limiar de detecgao de 100 ag, enquanto que 0s
alelos G e J apresentaram desempenho inferior, limite de deteccdo de 1pg.
Considerando que amostras de LCR possuem quantidade reduzida de DNA de T.



pallidum, o alelo E pode ser utilizado como alvo de escolha para identificacdo de T.
pallidum, assim, sdo necessarios estudos em amostras de LCR para que haja a
confirmacdo do desempenho e aplicabilidade da técnica, juntamente com a

otimizacao dos demais sistemas dos alelos do gene tpr deste estudo
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