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congénita mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa Convencional y PCR 

en tiempo real 

 Lesly Dayana Campos Leguizamón, Andrea Tatiana Duran Rodríguez, Gladys Pinilla 

Liliana Muñoz. 

Resumen 

La sífilis congénita es producida por el Treponema pallidum subsp pallidum; esta 

enfermedad refleja la falta de atención prenatal y la carencia de control de las 

infecciones de trasmisión sexual. El diagnóstico de la sífilis congénita es problemático, 

debido a que más de la mitad de los lactantes son asintomáticos y los restantes 

presentan sintomatología y signos inespecíficos; por esta razón se hace necesaria la 

implementación de una técnica sensible y específica que permita la detección temprana 

de los neonatos infectados, para garantizar un tratamiento oportuno; en el presente 

trabajo se comparó la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) convencional y 

PCR en tiempo real y se utilizaron diferentes tipos de muestras. Esta técnica es una 

alternativa diagnostica y herramienta valiosa que podrá contribuir al control de la sífilis 

en gestantes y neonatos. 

Palabras clave: sífilis congénita, Treponema pallidum subsp pallidum, PCR convencional. PCR en 

tiempo real 

Abstract 

Congenital syphilis is caused by Treponema pallidum subsp pallidum; this disease 

reflects the lack of prenatal care and control of sexually transmitted diseases. The 

diagnosis of congenital syphilis is problematic since more than half of the infants are 

asymptomatic and the remaining half show nonspecific signs and symptoms; therefore, 
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implementing a sensitive and specific technique that allows for early detection in 

infected newborns is necessary to ensure timely treatment. In the present study, 

conventional Polymerase Chain Reaction (PCR) and real time PCR were compared and 

different types of samples were used. This technique is an alternative diagnosis and 

valuable tool that could contribute to the control of syphilis in pregnant women and 

infants. 

Keywords:  congenital syphilis, Treponema pallidum subs pallidum, conventional PCR, real time PCR. 

  

1. Introducción 

La sífilis es una de las enfermedades más antiguas conocidas y en la actualidad 

representa una alta morbilidad y mortalidad perinatal a nivel mundial (1,2), entre 0.5 y 

1.0 millón de casos de sífilis congénita se producen en el mundo cada año y más de un 

quinto de los casos de mortalidad neonatal están directamente atribuidos a la sífilis en 

algunos países subdesarrollados (3), en donde el 10% de la población puede estar 

infectada (4).  

Cuando la sífilis se presenta en el embarazo está asociada con pronósticos 

devastadores en la mayoría de los casos, incluyendo perdida temprana del feto, muerte 

fetal, parto prematuro, bajo peso al nacer, muerte neonatal e infantil y enfermedades 

congénitas en los bebes recién nacidos (3). La detección temprana es crucial para la 

prevención de estas complicaciones (5); sin embargo, se presentan dificultades en el 

diagnóstico debido a que las mujeres embarazadas no tienen acceso a los controles 

prenatales (6,7); además, las técnicas no presentan especificidad suficiente para la 

identificación del microorganismo, la sensibilidad de estas es baja, algunas requieren de 

personal experto para su detección, se pueden presentar falsos positivos o falsos 

negativos y las técnicas no están ampliamente disponibles (3,8,9); por tanto, es 

necesario desarrollar una estrategia molecular de una alta sensibilidad y especificidad 
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que permita la identificación de T. pallidum en diversas muestras de neonatos (3,10). La 

reacción en la cadena de la polimerasa es una reacción enzimática in vitro que 

amplifica millones de veces una secuencia específica de ADN, durante varios ciclos 

repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente (8). 

La PCR puede identificar la presencia o ausencia de un patógeno bacteriano, 

proporciona información sobre la carga en que se encuentra el mismo y aporta 

información valiosa para suministrar el tratamiento (9). Además, se ha identificado como 

una herramienta con gran potencial para mejorar la capacidad en la detección de 

enfermedades infecciosas producidas por microorganismos de crecimiento lento (10). 

La PCR puede identificar un número menor de microorganismos que otras técnicas 

directas (11). Se ha reportado que este ensayo tiene una sensibilidad entre 91-95%; 

siendo la PCR en tiempo real más sensible y específica debido a que la detección de 

los productos amplificados sucede en cada ciclo de la reacción, y no hay necesidad de 

que el producto amplificado sea manipulado en un gel de agarosa (8). Por tanto, tiene 

un gran valor potencial para el diagnóstico de la sífilis en diversos estadios, incluyendo 

la sífilis congénita (12). 

2. Metodología 

2.1 Diseño de primers  

Inicialmente se realizó un análisis bioinformático para definir los primers a utilizar en 

cada uno de los ensayos, teniendo en cuenta que fueran específicos para cada uno de 

los genes blanco en estudio y se evaluaron las posibles interacciones que podían 

presentar.  

Los primers diseñados fueron los siguientes:  
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GEN DIANA 

 

PRIMER F 

 

PRIMER R 

TAMAÑO 

AMPLICÓN 

polA-1 GTGTGCACTGGGCATTACAG CAGCGTCGCAACATGTCC 200 pb 

polA-2 TGAAGCTGACGACCTCATTG GTCTGAGCACTTGCACCGTA 125 pb 

16S-1 AGCGATACGCCTCTTGACAG TGTGTAGCCCCGGACATAAG 203 pb 

16S-2 TACGCCTCTTGACAGGTGCT ACCTTCCTCCGGTTTGTCAC 152 pb 

TpN47-1 GCATTGTCTTAAGGCCGTTG AAGCAGTCGAGGGTGCAGTA 210 pb 

TpN47-2 GTAACGCGGGAGTCTTCCA CATGGTTGACAGCGAGGAAT 135 pb 

 

2.2 PCR convencional 

Se realizó PCR convencional para comparar la amplificación de los genes polA, TpN47 

y 16S rDNA de Treponema pallidum subsp pallidum. 

Las concentraciones utilizadas para los ensayos fueron: MgCl2 3Mm, dNTPs 200uM, 

Primers 0.25uM, Taq 2.5U para una volumen final de reacción de  25 ul y 184 ng de 

DNA; las condiciones de amplificación fueron: 1 ciclo de 94°C por 1 min (por 5 min para 

TpN47); seguido de 30 ciclos para polA y 16S rDNA o 35 ciclos para TpN47 a 94°C por 

30 segundos, 63°C por 1 min (para PolA y TpN47) o 62°C por 1 min (para 16S), y 72°C 

por 1 min; finalmente 1 ciclo de 72°C durante 7 min (10 min para TpN47). Los productos 

fueron analizados por geles de agarosa al 1.8% teñidos son GR SAFE®. 

 

2.3 PCR en tiempo real 

Se ejecutaron ensayos de PCR en tiempo real para los genes polA, 16S rDNA y TpN47. 

Las secuencias de los primers usados son las mostradas anteriormente. En la reacción 

se usó el Kit Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen®), con las 

siguientes concentraciones SYBR Green 1X y Primers 0.16uM. Las condiciones fueron: 

1 ciclo a 50°C 2 min; 1 ciclo a 95°C 3 min; 45 ciclos 95°C 15 segundos y 62°C 30 

segundos; 81 ciclos a 55°C 30 segundos y 95°C por 30 segundos. Se evaluó la 
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sensibilidad utilizando diluciones seriadas en base 2 de DNA plasmídico (concentración 

inicial 84,2 ng/ul) para TpN47 y diluciones seriadas en base 2 de DNA de Treponema 

pallidum (concentración inicial 92 ng/ul) para polA y 16S; y la especificidad se determinó 

para TpN47 utilizando como plantilla el DNA de: Salmonella enteritidis, Klebsiella 

oxytoca, Proteus mirabilis, E.coli, Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii y DNA 

humano. 

 

2.4 PCR Nested 

Se evaluó la amplificación del gen TpN47 por PCR nested en muestras de sangre de 

cordón umbilical infectadas en el laboratorio, por ser el blanco molecular que mostro 

mejores resultados en las pruebas preliminares; se utilizó como plantilla un producto de 

PCR convencional de TpN47-1, con primers TpN47-2. Las concentraciones y 

condiciones fueron las mismas descritas para la PCR convencional.  Para este ensayo 

se evaluó la sensibilidad realizando diluciones seriadas en base 10 de DNA, producto 

de PCR purificado de TpN47-1 (concentración inicial 16,4 ng/ul) y se realizó PCR con 

TpN47-2. La especificidad se determinó usando como molde los DNA descritos para 

PCR en tiempo real.  

 

3. Resultados 

El análisis bioinformático de los primers diseñados mostro una alta especifidad para los 

blancos moleculares, además, no se evidencio interacciones entre los mismos que 

puedan interferir en la reacción de PCR.  

Con PCR convencional se detectó T. pallidum subsp pallidum mediante el uso de los 

genes polA, TpN47 y 16S (Figura 1-2), se confirma la especificidad de los primers y la 

viabilidad de la técnica.  
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La comparación de la amplificación de los genes polA, TpN47 y 16S rDNA por medio de 

Q-PCR muestra que se obtienen mejores valores de Ct cuando se amplifica el gen 

TpN47 (Figura 3), además se observó que cuando se usa este gen como blanco 

molecular se obtiene mejor sensibilidad (tabla 1).  

             

La PCR nested con el gen TpN47 evidencio ser una herramienta diagnostica útil en 

muestra clínicas de sangre de cordón umbilical (Figura 4); se incrementa la 

especificidad de la técnica, debido a que únicamente con la amplificación con TpN47-1 

no se observaba la identificación del DNA del microorganismo en las muestras clínicas. 

Esta técnica mostró tener una sensibilidad de 0,328 fg y una especificidad del 100%. 
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4. Conclusiones 

Se estableció que el gen TpN47 presenta el mejor resultado de sensibilidad y 

reproducibilidad en los ensayos realizados tanto en PCR convencional como en PCR en 

tiempo real, por tanto se probara como blanco diagnostico en distintos tipos de 

muestras clinicas de pacientes presuntivamente infectados para la detección de sífilis 

congénita. 

Cuando se utilizó PCR nested con los primers TpN47-2 se evidenció un considerable 

aumento de la sensibilidad. 

La muestra de sangre de cordón umbilical empleada en el ensayo experimental mostró 

ser una acertada alternativa para la detección de sifilis congénita; sin embargo, se 

probarán otros tipos de muestras, para facilitar su uso y asegurar que cualquier tipo de 

muestra disponible posparto, pueda ser utilizada, obviando tomar una segunda muestra  

directa, en este tipo de pacientes, que resulta de alta complejidad. 
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