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1. Introduccion, hipétesis y objetivo

La sifilis, una enfermedad infecciosa de gran relevancia
en salud publica, es causada por la bacteria Treponema
pallidum subespecie pallidum [1]. La sifilis gestacional
(SG) corresponde a la infeccion por esta bacteria
durante el embarazo, mientras que la sifilis congénita
(SC) se refiere a la transmisién vertical de la madre al
feto o neonato, ya sea durante la gestacion o el parto.
A pesar de suimportancia, el diagnostico de la sifilis
sigue siendo complejo al basarse principalmente en
técnicas seroldgicas indirectas que -aunque utiles- a
menudo presentan un alto grado de incertidumbre
para la toma de decisiones terapéuticas, principalmente
en el neonato [2], lo cual representa actualmente
un desafio, especialmente en el escenario de
incremento en la incidencia de SC en varios paises,
incluido Colombia [1, 3]. En este contexto las técnicas
moleculares de ultima generacion, como la PCR
digital (dPCR) y la secuenciacion masiva, emergen
como herramientas prometedoras dado que permiten
la deteccion directa del ADN bacteriano, incluso en

concentraciones extremadamente bajas, lo que las
hace particularmente valiosas para diagnosticar
enfermedades causadas por patdgenos de dificil
cultivo in vitro, como es el caso de T. pallidum [4, 5].
Su alta sensibilidad ofrece un potencial inexplorado
para optimizar el diagnostico de SGy SC.

En este estudio se plantea como hipotesis que el uso
de dPCRYy la secuenciacion masiva para la deteccion
directade T. pallidum en binomios madre-neonato es
mas sensible que los métodos serologicos actuales,
lo que permite la identificacion de casos de sifilis
congeénita o de compromiso organico que no son
detectados por las pruebas estandar, optimizando el
diagnostico neonatal. Como objetivos se consideraron:
1. Comparar el desempefio dPCR y la secuenciacion
masiva con las pruebas serologicas, y 2. Correlacionar
caracteristicas clinicas de los neonatos con SC con
los resultados de las pruebas moleculares.

2. Metodologia

Se realizd un estudio observacional, prospectivo,
transversal, en el cual se enrolaron 18 binomios
madre-neonato diagnosticados con SG y SC,
basandose en pruebas seroldgicas (treponémica
rédpida y VDRL) y los criterios establecidos por
el Instituto Nacional de Salud colombiano [6].
El periodo de enrolamiento fue de julio de 2024
a abril de 2025. Todos los participantes fueron
atendidos en la SubRed Sur en Bogota. Previo
consentimiento informado de la madre se tomaron
muestras clinicas que incluyeron: sangre (materna
y neonato), fragmento del cotileddn central de la
placenta (obtenida con técnica estéril) y liquido
cefalorraquideo (LCR) del neonato. Se extrajo ADN
total de todas las muestras obtenidas y se evaluo
la presencia de T. pallidum mediante amplificacion
del gen Tpp47 por medio de una dPCR [7]. El gen
Tpop47 fue seleccionado como diana por su alta
conservacion en la especie. Adicionalmente, se
realizaron las respectivas librerias y proceso de
secuenciacion de las muestras con la plataforma
Oxford Nanopore Technologies (ONT) utilizando
primers especificos para T. pallidum.



De las 18 gestantes enroladas, 17 (94 %) recibieron
diagnostico de SG en el tercer trimestre de gestacion, y
10 (56 %) presentaron parto pretérmino. Se identificaron
dos casos de obito (sin lograr obtener sangre fetal)
y una muerte neonatal temprana. La dPCR permitio
detectary cuantificar T. pallidum en las muestras clinicas,
incluso a muy bajas concentraciones, obteniendo
los siguientes rangos: 1,8-385,9 copias/ul en sangre
materna, 1-20,3 copias/ul en sangre neonatal, 2,4-
192,7 copias/ul en placenta y 1,4-42,8 copias/ul en
LCR de neonato. En los tres casos de muerte perinatal,
se presentd unrangode 6,7-35,9 copias/ulensangre
materna al momento del parto.

No se encontro correlacion aparente entre el numero
de diluciones del VDRL y el numero de copias/ul
detectadas por dPCR. Se detectd T. pallidum en
sangre de neonatos con VDRL no reactivos, algunos
con hasta 19,7 copias/ul, sugiriendo la presencia
de la bacteria en dichas muestras. Se analizaron 14
muestras de LCR de neonatos, de las cuales 13 tenian
VDRL no reactivo: en siete LCR se identifico una alta
concentracion de T. pallidum (5,8—-42,8 copias/ul); en
uno de los binomios, se detectd un bajo numero de
copias en sangre materna (2,7 copias/pl) almomento
deldiagnostico de SGy, por el contrario, se detectaron
altas concentraciones en sangre (7,3 copias/pl) y LCR
(20,5 copias/ul) del neonato a pesar de la aplicacion
de una dosis de penicilina benzatinica en la madre
34 dias antes del nacimiento.

Por otro lado, la secuenciacion masiva permitio
confirmar la presencia de ADN bacteriano en las
muestras con diferentes rangos de concentracion,
incluso en muestras con bajo numero de copias
por dPCR. No se realizaron réplicas experimentales
de las muestras de LCR de neonatos dado el bajo
volumen de muestra que se puede obtener de los
pacientes. En nuestros resultados se identificaron
casos con elevado numero de copias de T. pallidum
en las muestras clinicas, sin embargo, aun no se
cuenta con puntos de corte estandarizados, lo que
representa una limitante en el momento para la
interpretacion clinica.
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Los resultados muestran que la dPCR y la
secuenciacion masiva ONT tienen la capacidad
de detectar y cuantificar T. pallidum en muestras
clinicas de binomios madre-neonato al evidenciar
la presencia de ADN bacteriano en sangre y LCR
neonatales, incluso en pacientes con pruebas
serologicas no reactivas. La deteccion de T. pallidum
en LCR muestra el potencial de estas plataformas
para el diagnodstico de neurosifilis congeénita, una
condicion dificil de identificar con los métodos
serologicos actuales.

Los hallazgos de esta investigacion sientan las bases
para el uso de la dPCR y la secuenciacion masiva
como herramientas complementarias a las pruebas
serologicas para optimizar el diagnostico de sifilis
gestacional y congénita en Colombia.

Ademas, sugieren que estas técnicas podrian considerarse
como alternativa para evaluar la efectividad de la penicilina
benzatinica en la prevencion de SC. Se espera que la
informacion generada sea util para la actualizacion
nacional y regional de las guias de manejo para SGy SC.
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