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RESUMEN

Introduccién: Treponema pallidum es una bacteria monomorfica con muy pocas diferen-
cias genémicas entre aislados y subespecies. La diversidad genética de este patdgeno no
ha sido explorada a profundidad, sin embargo, estos estudios impactan directamente en el
desarrollo de nuevos métodos diagndsticos, vacunas, entre otros. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la diversidad genética de este patdgeno en Cuba (2012-2019). Métodos: Se reali-
zaron 5 estudios moleculares exploratorios basados en caracterizacién molecular, deteccion
de mutaciones puntuales y secuenciacion de genoma completo de T. pallidum. Resultados:
Se determino la presencia de 8 subtipos de T. pallidum subsp. pallidum (TPA), 7 genotipos
de TPA, la presencia de T. pallidum subsp. endemicum en pacientes diagnosticados de sifilis
venérea, con mutaciones puntuales de resistencia a macrolidos en una elevada frecuencia
y eventos de recombinacion intra e inter-aislados en TPA aportando significativamente a
la diversidad genética de este patdgeno en Cuba y en el mundo. Lo anterior, sugiere como
conclusién una significativa diversidad genética de T. pallidum en el contexto cubano con un
predominio incrementado en el tiempo de genotipos recombinantes, a los que se les debe
seguir mas de cerca por su potencial implicacion en el comportamiento de esta enfermedad.

Genetic diversity of Treponema pallidum in Cuba
ABSTRACT

Introduction: Treponema pallidum is considered as a monomorphic bacterium with very few
genomic differences among isolates and subspecies. The genetic diversity of this pathogen
has not been explored in depth; however, this kind of studies potentially has a direct impact
on the development of new diagnostic methods and vaccines. The objective of this work was
to evaluate the genetic diversity of this pathogen in Cuba (2012-2019). Methods: Five ex-
ploratory studies were carried out based on molecular characterization, detection of one-off
mutations and whole genome sequencing of T. pallidum. Results: The high level of genetic di-
versity of T. pallidum in the Cuban context was demonstrated by the detection of 8 subtypes




of T. pallidum subsp. pallidum (TPA), 7 genotypes of TPA, the identification of T. pallidum subsp.
endemicum in patients diagnosed with venereal syphilis, one-off mutations conferring resistan-
ce to macrolides with a high frequency and intra- and inter-strain recombination events in TPA.
These findings suggest, as a conclusion, a significant genetic diversity of T. pallidum in the Cuban
context with an increased predominance of recombinant genotypes over time, which should be
further studied given their potential involvement in the development of this disease.

INTRODUCCION

La especie Treponema pallidum se divide en 3 subes-
pecies, T. pallidum subsp. pallidum (TPA) que causa la sifilis
venérea, T. pallidum subsp. pertenue (TPE) causante del pian
y T. pallidum subsp. endemicum (TEN) que provoca la sifilis
endémica o bejel. Dichos patdgenos a su vez constituyen los
treponemas de mayor importancia clinica. @ La sifilis vené-
rea constituye hoy dia la infeccién de transmision sexual (ITS)
bacteriana de mayor incidencia en Cuba y una de las mas fre-
cuentes a nivel mundial. Desde el afio 2010 ha existido un no-
table aumento en el nimero de casos de esta infeccion notifi-
cados en Cuba, en su mayoria en pacientes coinfectados con
VIHy en hombres que tienen sexo con hombres. @ A pesar de
la considerable re-emergencia de la sifilis, globalmente son
insuficientes los estudios encaminados al perfeccionamiento
del diagndstico y de las herramientas para entender su epi-
demiologia y resistencia antimicrobiana. TPA no es cultivable
hasta la fecha por lo que los métodos moleculares juegan
un papel fundamental en su estudio, desde el punto de vista
genético TPA se divide en los grupos SS14-like y Nichols-like
con un amplio predominio en la contemporaneidad del grupo
SS14-like.

La diversidad genética en los patdgenos es un fendémeno
de suma importancia a valorar ya que puede tener implica-
ciones en multiples aristas, por ejemplo: en el desarrollo de
nuevos métodos diagndsticos, en la busqueda de métodos
confiables de caracterizacion molecular, en el establecimien-
to de tratamientos antimicrobianos adecuados, en el disefio
de candidatos vacunales, en estudios de virulencia, vias de
transmision, especificidad de hospederos y evasion de los
mecanismos de defensa, en estudios de determinados cua-
dros clinicos y su asociacion con variantes genéticas del
patégeno, entre otros. Todo lo anterior, a su vez garantiza un
impacto positivo en las estrategias de manejo, prevencion y
control de estas enfermedades.

En el mundo son, en extremo, escasos los estudios que
abordan la diversidad genética en los-treponemas, y en el
caso particular de Cuba se desconoce este fendmeno; por lo
que con el objetivo de evaluar la diversidad genética de este

patégeno en el pais, en el periodo 2012-2019, se realiza la
presente investigacion para dar respuestas a las siguientes
interrogantes: ¢Son los aislados de Treponema pallidum en
Cuba genéticamente diversos? En caso afirmativo. ¢En qué
fendmenos se sustenta dicha diversidad?

METODOS

En el Laboratorio Nacional de Referencia de Espiroque-
tas del IPK (LNRE-IPK) se realizaron 5 estudios de cardcter
exploratorio, en el periodo 2012-2019, para la evaluacion de
la diversidad genética de aislados de T. pallidum presentes en
muestras de exudados de lesiones genitales en pacientes con
sospechas clinicas de sifilis, que asistieron a la consulta de
ITS del servicio de dermatologia en el IPK. Se utilizaron ex-
tractos de ADN de T. pallidum de las muestras de exudados
genitales previamente conservados a -80 °C.

Estudio 1: Caracterizacion molecular de 83 aislados de
TPA de pacientes cubanos utilizando el sistema de los CDC
mejorado (periodo 2012-2017). Este sistema de caracteriza-
cion se basa en la determinacion del nimero de secuencias
repetidas de un fragmento de 60 pb del gen arp, en ensayos
de polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restric-
cion (RFLP) para el gen tpry la amplificacion y secuenciacién
nucleotidica del locus TP0548. El protocolo se realizd segun
lo reportado por Marra et al. © respetando cada una de las
condiciones experimentales.

Estudio 2: Genotipificacion de TPA utilizando el sistema
de andlisis de secuencias multi-locus (MLSA) en 83 muestras
de pacientes con lesiones ulceradas (periodo 2012-2017).

El esquema de tipificacion MLSA esta basado en la ampli-
ficacion por PCR anidada y secuenciacion de los loci TP0136,
TP0548 y TP0705. ® Cada locus, de acuerdo a su polimorfis-
mo de secuencia, aporta un nimero al genotipo o perfil alélico
que se conforma por la combinacion de los 3 nimeros (gj.,
genotipo 1.3.1).

Se generaron arboles filogenéticos de maxima verosimi-
litud mediante el programa Mega 6 y utilizando el modelo de
Tamura-Nei con valores de bootstraps para 1000 réplicas. Se
contaron las deleciones e inserciones como eventos simples.
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Para la concatenacion de las secuencias se uso el programa
Sequence Matrix 1.8.

Estudio 3: Genotipificacion de TPA utilizando el sistema
de andlisis de secuencias multi-locus (MLSA) en 22 muestras
de pacientes con lesiones ulceradas (periodo 2018-2019).

La metodologia utilizada en este estudio es exactamente
igual a la del estudio anterior.

Estudio 4: Identificacion de la mutacion A2058G en el
ADNr 23S de TPA en aislados cubanos.

Se amplifico, por PCR anidada, y se sometié a secuen-
ciacion nucleotidica el gen ADNr 23S de los aislados de TPA
segun lo reportado por Lukehart y colaboradores. ©

Estudio 5: Secuenciacion de genoma completo de 11 ais-
lados de TPA. La extraccién de ADN se llevd a cabo utilizan-
do el estuche comercial Qiamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN,
Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se
utilizo el protocolo de MLST descrito previamente para la ca-
racterizacion molecular de los aislados y el nimero de copias
de ADN de Treponemay ADN humano se determiné mediante
PCR cuantitativa utilizando el gen diana polA para Treponema
©'y el gen de la ARNasa P humano.

Para el enriguecimiento de ADN de Treponema utilizando
la endonucleasa de restricciéon Dpnl, se tomaron de 10 L a
40 pL de extracto de ADN se afiadio a un tubo conteniendo
perlas acopladas a la endonucleasa de restriccion hasta un
volumen final de 50 pL. Las perlas se mezclaron en rotacion
por 30 min y se separaron usando un dispositivo magnético.
Seguidamente las perlas se sometieron a tampoén de lavado
(10mM Tris, 50 mM NaCl, 10 mM CaCl, y 0,01 % de Tween 20).
El ADN se precipito utilizando 20 pL de tiocianato de guanidi-
nio a temperatura ambiente por 5 min.

Para la preparacion de las librerias de genes de las frac-
ciones enriquecidas por Dpnl se utilizé el estuche comercial
Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina, San Diego,
CA, Estados Unidos). Los productos de la libreria se amplifica-
ron utilizando 19 ciclos y el ADN se purificé con AMPure XP
beads (New England BiolLabs, Ipswich, MA, Estados Unidos)
con 20 pL de volumen de elucién.

Los andlisis bioinformaticos (identificacion de Indels y SNP
construccion de arboles filogenéticos, deteccion de eventos de
recombinacion y anotacion de los genomas completos) se de-
sarrollaron de acuerdo a lo descrito por Grillova et al.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio 1: Caracterizacion molecular de 83 aislados de
TPA de pacientes cubanos utilizando el sistema de los CDC
mejorado (periodo 2012-2017).

De las 83 muestras positivas por las 3 RT-PCR utilizadas
para el diagndstico molecular, 76 % (63/83) resultaron carac-

terizadas completamente (loci arp, tpr y TP0548). La frecuen-
cia de aislados caracterizados superd completamente el 75 %
de los mismos lo que denota una eficacia adecuada de am-
plificacion, restriccion y analisis de secuencias utilizando los
loci estudiados.

Los resultados reflejados en el presente estudio, mues-
tran una elevada diversidad de aislados de TPA con 8 subtipos
diferentes (7 f/c, 10 d/f, 10 f/f, 12 a/d, 12 f/g, 14 a/g, 14 d/gy
14 f/g) considerando solo aquellos que fueron completamen-
te caracterizados, con predominio de los subtipos 14 f/gy 14
d/g, este ultimo es el de mayor distribucién mundial.

Si se compara la frecuencia de aparicién de subtipos di-
ferentes en Cuba (12,6 %; 8/63) con estudios realizados en
Estados Unidos (4,5 %; 7/154), Colombia (8 %; 4/50), Francia
(4,2 %; 5/119) y Rusia (8,5 %; 6/70); ©°19 se puede observar
que en Cuba se reporta una frecuencia superior de subtipos
circulantes lo que refuerza la elevada variabilidad genética de
los aislados cubanos.

El subtipo encontrado con mayor frecuencia fue 14 f/g
(39,7 %; 25/63), que solo ha sido reportado en Argentina (15
%), Dinamarca (3,6 %) y Australia (0,5 %). (1219 Esto demues-
tra una pobre circulacién del mismo a nivel mundial, o al me-
nos en aquellos paises donde se ha llevado a cabo este tipo
de estudios.

El subtipo 14 d/g es el subtipo de TPA con mayor distribu-
cion a nivel mundial y cuya circulacion se da a conocer por pri-
mera vez en Cuba a partir de los resultados del presente estu-
dio. En una investigacion llevada a cabo en Estados Unidos, se
informd una frecuencia de 38 % de este subtipo en pacientes
diagnosticados con sifilis en estadios primario y secundario. ®
Es necesario tener en cuenta que la prevalencia de un subtipo
u otro constituye un factor intrinseco de cada region, aunque
evidentemente entre regiones cercanas debe existir similitud
en cuanto a los subtipos que mas circulan, sobre todo si exis-
te un constante intercambio entre las poblaciones de ambas
zonas geograficas. El subtipo 14 d/g también circula en otros
paises como Sudafrica, Canada, Dinamarca, Italia y Australia
con frecuencias mayores a 25 %. (112141519 En cada uno de
estos estudios el nimero de muestras analizadas fue superior
al de la presente investigacion, por lo que podria existir una
mayor probabilidad de encontrar dicho subtipo.

El subtipo 12 f/g, con una frecuencia de aparicion en
Cuba de 14,3 %, no ha sido reportado en otra zona geografi-
ca hasta el momento. Los 5 subtipos restantes encontrados
con frecuencias por debajo de 8 %, a excepcién del 14 a/g (10
%), previamente reportado en Sudéfrica, constituyen subtipos
detectados por primera vez en el presente estudio; por lo que
se carece de informacion sobre la circulacion geografica de
los mismos.
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Estudio 2: Genotipificacion de TPA utilizando el sistema
de anadlisis de secuencias multi-locus (MLSA) en 83 muestras
de pacientes con lesiones ulceradas (periodo 2012-2017).

De las 83 muestras identificadas previamente como po-
sitivas por las 3 RT-PCR para diagndstico, 94 % (78/83) resul-
taron caracterizadas completamente (positivas por las PCR
anidadas y secuenciadas para los 3 loci: TP0136, TP0548 y
TPO705).

En la presente investigacion se determinaron 7 perfiles
alélicos o genotipos diferentes de TPA en los 69 aislados de
pacientes completamente caracterizados por MLSA (Tabla 1).

La frecuencia de perfiles alélicos determinada en la pre-
sente investigacion (10 %; 7/69) es ligeramente superior a la
encontrada en los pocos paises que han realizado estudios en
este sentido, por ejemplo 8 % (6/75) en Argentina, 9 % (21/281)
en Republica Checay 7 % (15/197) en Suiza y Francia. '

En cuanto a las particularidades genéticas encontradas, el
genotipo 16.3.17 mostro una secuencia particular que consiste
en una delecion de 96 nucledtidos y 4 SNP en el locus TP0O136,
comparado con el de la cepa de referencia TPA SS14 (Cédigo
de acceso en GenBank, CP004011.2), lo que resulta en una
disminucion de secuencias repetidas, fendmeno caracteristi-
co de la estructura modular del gen TP0136 en TPA.('7)

Mas relevante aun, resulto la identificacion del genotipo
15.7.3; obtenido en las muestras de 4 pacientes, con la se-
cuencia del locus TP0136 con mayor similitud nucleotidica al
de la cepa SS14-like (953 nucledtidos idénticos de 964 que

posee la region analizada) y al mismo tiempo, el locus TP0548
exceptuando dos SNP (G170A, C208A) resulté ser idéntico a
la cepa Nichols-like (TPANIC_0548; codigo de acceso en Gen-
Bank, CP004010.1). Lo anterior sugiere de manera preliminar
que la variante alélica TP_0136_15 parece tener un caracter
quimérico (Figura 1), dado probablemente por eventos pre-
vios de recombinacion.

En correspondencia con las descripciones mundiales
contemporaneas a partir de muestras clinicas humanas, en el
presente estudio 91,3 % (63/69) de los aislados de TPA identi-
ficados pertenecieron al grupo SS14-like y solo 8,7 % (6/69) al
grupo Nichols-like, aunque vale destacar que existié un equili-
brio entre el nimero de genotipos diferentes pertenecientes a
cada grupo genético (4 genotipos de SS14-like y 3 genotipos
de Nichols-like).

Aunque se ha determinado la circulacién de otros genoti-
pos menos frecuentes en Europa, el perfil alélico identificado
con mayor frecuencia en este estudio (1.3.1) se ha observa-
do también con mayor frecuencia en Francia y Suiza.“'® Se
determinaron ademas 5 perfiles alélicos Unicos en las mues-
tras cubanas, de ellos 3 (9.24.8;9.25.8 y 15.7.3) pertenecen al
grupo filogenético Nichols-like y solo uno (16.3.1) se agrupé
dentro del grupo SS14-like, o que denota una emergencia de
nuevos genotipos del grupo Nichols-like.

Contrario a lo esperado, en 9 de los pacientes estudiados
(9/78; 11,5 %) se determind que los aislados caracterizados
tenian una mayor similitud nucleotidica con el genoma de la

Tabla 1. Frecuencia de genotipos y descripcidn de los loci TP0136, TP0548 y TPO705 de los aislados de T. pallidum

subsp. pallidum identificados en el estudio (n = 69)

Genotipo Locus TP0136° Locus TP0548 **

1.1.1 Idéntico a SS14 Idéntico a SS14

1.1.10 Idéntico a SS14 Idéntico a SS14

13.1 Idéntico a SS14 G154A, G158A

9.24.8" G1205A G170A, G478A

9.25.8 * G154A, G170A, G154A, G170A, G478A
G478A

15.7.32 Quimérico (SS14/ G170A, C208A
Nichols)

16.3.1 Deleciéon de 96 nt G154A, G158A

(229-324), G667A,
G742A, G763C,
G815A

Locus TPO705 ** Grupo Frecuencia (%)
genético

A1973G, G2122A SS14-like 1/69 (1,4)
Idéntico a SS14 SS14-like 1/69 (1,4)
A1973G, G2122A SS14-like 60/69 (87)
C1517T Nichols-like 1/69 (1,4)
C1517T Nichols-like ~ 1/69 (1,4)
G1516A Nichols-like  4/69 (6)
A1973G, G2122A SS14-like 1/69 (1,4)

Leyenda: * Las nuevas variantes alélicas se describen en letra negrita. *Las coordenadas de los polimorfismos de simple nucleétido
se corresponden a las posiciones en los genes TPASS_0136, TPASS_0548 y TPASS_0705 (T. pallidum subsp. pallidum cepa SS14;
CP004011.1) si los genotipos pertenecen al grupo SS14-like; o a las posiciones en los genes TPANIC_0136, TPANIC_0548 y TPA-
NIC_0705 (T. pallidum subsp. pallidum cepa Nichols; CP004010.2), si los genotipos pertenecen al grupo Nichols-like.
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cepa Bosnia A (Cddigo de acceso en GenBank, CP007548.1)
en los loci TPO136 'y TPO548. Dicha cepa contiene el Unico ge-
noma completo reportado de TEN, el agente infeccioso cau-
sante de bejel o sifilis endémica. O sea, se reportd 9 aislados
de T. pallidum en pacientes caracterizados con sifilis venérea
que resultaron no ser el agente causal de la sifilis venérea sino
el de bejel o sifilis endémica.

Estudio 3: Genotipificacion de TPA utilizando es sistema
de andlisis de secuencias multi-locus (MLSA) en 22 muestras
de pacientes con lesiones ulceradas (periodo 2018-2019).

De las 22 muestras clinicas analizadas, se logro carac-
terizar completamente a 21 de estas (95 %) identificandose
2 genotipos circulantes. El genotipo 1.3.7 se detectd en 80 %
de frecuencia lo que coincide con el genotipo mas prevalente
en Cuba en afios precedentes y a nivel mundial (Figura 2); sin
embargo, se identificé a 15.7.3 como segundo genotipo pre-
dominante con un incremento en su frecuencia de circulacion
de 3 veces con respecto al periodo anterior (19 % vs. 5,7 %).

|1.1,1E|
5514

15.73

Nichols

5005 95L.9.25.8

A Perfiles alélicos de TPA

35
506
02

2
6
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5514-like

Nichols-like

El genotipo recombinante 15.7.3; que pertenece al grupo ge-
nético Nichols-like, se ha detectado solo en Cuba (por primera
vez en el afio 2014) y posee el locus TPO136 con mayor simili-
tud nucleotidica a los integrantes del grupo SS14-like pero ha
mantenido la misma secuencia desde su primera deteccion
lo que sugiere la estabilidad genética de este recombinante
por 5 afnos.

Aunque solo se detectaron 2 genotipos en el periodo de
estudio (2 afios), el hecho de comenzar a detectar aislados re-
combinantes con mayor frecuencia en la poblacion sugiere que
la variabilidad genética encontrada en los aislados cubanos
esta sujeta a una presion selectiva positiva o sea que algunos
recombinantes (gj. 15.7.3) pueden estar ganando atributos a lo
largo de su evolucion que les permita instaurarse en las pobla-
ciones. Sin embargo, se deben llevar a cabo estudios futuros
encaminados a un mejor entendimiento de la epidemiologia de
los recombinantes de TPA lo que pudiera impactar en el desa-
rrollo de nuevos métodos diagndsticos y vacunas.
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Fig. 1. A) Arbol filogenético de méxima verosimilitud construido en Mega 6 utilizando las secuencias concatenadas de los loci utilizados en el
MLSA (TP0136, TP0548, TPO705; 2645 pb) en los perfiles alélicos o genotipos encontrados en la investigacion (n = 69). Como referencia se uti-
lizaron las secuencias CP004070.1 y CP004011.2 (segun codigo de acceso en GenBank) de TPA Nichols y TPA SS14, respectivamente. B) Arbol
filogenético de méxima verosimilitud de las variantes alélicas TP0136 (964 pb) obtenidas de los aislados de TPA cubanos. C) Esquema represen-
tativo de la proporcién general de polimorfismos de simple nucledtido de la variante alélica TP_0136_15 con relacion a las cepas de referencia
descritas en el apéndice B de la presente figura.
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Fig. 2. Arbol filogenético que muestra los perfiles alélicos de TPA de-
tectados en pacientes cubanos (2012-2019). Entre paréntesis se sefia-
la el porcentaje de aparicién de cada genotipo unido a la fraccion que
le da origen.

Estudio 4: Identificacion de la mutacion A2058G en el
ADNr 23S de TPA en aislados cubanos.

Las mutaciones puntuales estan descritas como la prin-
cipal fuente de variacién en disimiles patégenos bacterianos
incluyendo a TPA, y su ganancia en determinados casos se
refleja en la modificacion de caracteres en el microorganismo
que le posibilita su adaptacion a determinada condicién (vi-
rulencia, modo de transmisidn, resistencia a antimicrobianos,
etc).(" En este caso particular la presencia de una guanina en
vez de una adenina en la posicion identificada como A2058 en
el ADNr 23S de TPA confiere un fenotipo resistente a los ma-

crélidos, @ terapia alternativa utilizada en pacientes alérgicos
a la penicilina (antibidtico efectivo utilizado como tratamiento
de primera linea) o aquellos que no elijan la via inyectable de
administracion del antibidtico.

En el presente estudio, las dos repeticiones del gen ADNr
23S se amplificaron en muestras clinicas de 72 pacientes
(97,3 %; 72/74) infectados con TPA lo que denota la elevada
tasa de amplificacion de este gen obtenida en las condicio-
nes del ensayo. Los resultados de la secuenciacion nucleo-
tidica revelaron que 90,3 % (65/72) de los pacientes estudia-
dos estaban infectados con TPA que contenian la mutacion
A2058G en ambos fragmentos génicos, lo que las clasifica
como aislados resistentes a los macrdlidos. Esta mutacion
se ha encontrado ampliamente diseminada a nivel mundial.
(9,13,21,22,23,24)

En la literatura cientifica existen reportes disimiles que
muestran tasas variables en la frecuencia de aislados de TPA
resistentes a macrolidos que oscilan desde 0,7 % en Taiwan y
Madagascar hasta 100 % en China; @ sin embargo, los valo-
res de resistencia encontrados en Cuba son alarmantes (mds
de 90 %), constituyendo las cifras mas elevadas en las Améri-
cas y comparadas solamente con determinadas regiones en
China, Irlanda y Bélgica, donde la resistencia a macrdlidos en
TPA esta reconocida como un problema latente (Figura 3).

La explicacion mas coherente para la emergencia de la
resistencia a macrolidos en el contexto cubano es justamente
la presion selectiva ejercida a los aislados de TPA por la ele-
vada prescripcion de la azitromicina en la practica clinica en
el tratamiento no solo de la sifilis, sino de infecciones respi-
ratorias, de la piel y otras ITS; fendmeno que esta unido a la

Fig. 3. Distribucion geografica de aislados de T. pallidum subsp. pallidum obtenidos de muestras clinicas humanas y que presentan la mutacion
A2058G. La frecuencia de los aislados resistentes a macroélidos se muestra con un cédigo de colores.
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elevada diseminacion mundial del perfil alélico 1.3.1; que se
ha encontrado altamente asociado (p < 0,001) al fenémeno de
resistencia a macrolidos. 821

Las cifras alarmantes de resistencia a macrdlidos en
TPA obtenidas en este estudio constituyen una alerta para
las autoridades de salud publica de Cuba. Dichos resultados
sugieren la eliminacion de los macrolidos como antimicro-
bianos alternativos Utiles para el control de la sifilis en las
guias actuales para el tratamiento de esta ITS.

Estudio 5: Secuenciacion de genoma completo de 11 ais-
lados de TPA

La secuenciacion de genoma completo después de apli-
cado el método de enriquecimiento de ADN de Treponema,
mostro resultados satisfactorios ya que se logré descifrar
mas del 98 % de cada genoma examinado. Los genomas
obtenidos de ambos grupos genéticos mostraron una con-
servacion total de los bloques génicos a través del genoma.
Sin embargo, se identificaron diferencias significativas entre
ambos lados como se justifica en la figura 4.

La variabilidad observada entre los aislados del grupo
Nichols-like fue superior en un orden de magnitud a la ob-
servada para los integrantes del grupo SS14-like. Los aisla-
dos Nichols-like mostraron acumulacion de SNP en varios
genes. La inspeccion manual de los genes con elevada varia-
bilidad (mas de 4 SNP con respecto a la cepa de referencia),
mostro que el 49,5 % de la diversidad encontrada en estos
aislados se justifica por eventos de recombinacion intra e
inter-aislados.

Los aislados de TPA del grupo Nichols-like representan en
la actualidad una minoria (6 %) de los aislados circulantes en
pacientes con sifilis segun demuestran los estudios recientes
de caracterizacion molecular. (18262728 Sin embargo, la circula-
cion predominante de los aislados SS14-like podria justificar-
se por la reciente expansion de los mismos, por lo que no es
sorprendente encontrar que los aislados SS14-like posean un
mayor caracter clonal que los Nichols-like.

Los eventos de recombinacion intra-aislados detectados
fueron reagrupamiento de genes que codifican lipoproteinas
(TP0856 y TP0858), espaciadores de ARNr y factores de viru-
lancia putativos como tprG y tprJd.

El alelo tprD2, a diferencia de tprD (que difiere en 328 pb),
codifica una proteina de membrana externa (Centurion-Lara et
al., 2000), lo que sugiere un papel funcional de cada alelo du-
rante el curso de la infeccion. En el presente estudio, los alelos
tprD2 se encontraron en todos los aislados de TPA secuen-
ciados (pertenecientes tanto a SS14-like como a Nichols-like),
a pesar del hecho de que anteriormente se creia que tprD2
se encontraba exclusivamente entre aislados SS14-like y los
alelos tprD entre aislados Nichols-like. 93031
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Fig. 4. Filogenia de las secuencias de genoma completo identifica-
das hasta la fecha. Las secuencias CW30 a CW88 se corresponden
con los aislados secuenciados en la presente investigacion. Las ba-
rras en violeta engloban los aislados de grupo genético Nichols-like
mientras que las rojas contienen a los integrantes del grupo SS14-like.
La recombinacion intra-aislado esté representada por cuadrados en
violeta, los circulos del mismo color representan las recombinacio-
nes inter-aislado y las estrellas muestran la presencia de la mutacion
A2058G que confiere resistencia a los macrolidos. Los afios de obten-
cion del aislado se muestran sobre las ramas del arbol y los valores de
bootstrap (si son mayores a 60) se localizan en los nodos.

Finalmente, como resultado de la translocacion recipro-
ca, se identifico un patron de espaciador de ARNr (rrn) inverso
en uno de los aislados Nichols-like, sin embargo, el impacto
de esta recombinacion sigue sin entenderse completamente.

Los eventos de recombinacién inter-aislado, definidos
como recombinantes entre ambos grupos genéticos de TPA
o entre subespecies diferentes de T. pallidum, se presentan en
la Figura 5.

Si bien los eventos recombinantes intra-aislados son re-
lativamente faciles explicar, la presencia de recombinaciones
inter-aislados requieren una transferencia de ADN a la bac-
teria receptora desde el exterior, probablemente durante la
coinfeccion de pacientes con treponemas perteneciendo a 2
clados diferentes de TPA (Nichols-like o SS14-like) o 2 subes-
pecies diferentes de Treponema.

Dada la evolucion adaptativa que opera dentro de ambos
clados de TPA, los loci recombinantes parecen ser importan-
tes en la patogenia de las treponemas y las interacciones
bacteria-hospederos. A pesar de que TPA contiene una pobre
representacion de antigenos expuestos en la superficie ce-
lular, la mayoria de los loci tpr y los recombinantes TP0136,
TP0326, TP0462, TP0483, TP0488, TP0548 y TP0865 codifi-
can proteinas de la membrana externa que son objetivos de
interacciones con el sistema inmunolégico o estructuras que
permiten la union a los tejidos del hospedero. @239 En gene-
ral, estas proteinas deberian ser candidatas importantes para
el desarrollo de vacunas.
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Fig. 5. Eventos de recombinacion inter-aislados obtenidos en la presente investigacion. Encima de las barras de cada
locus recombinante se visualizan las coordenadas de acuerdo a la cepa de referencia Nichols (CP04010.1) y a la cepa
de referencia SS14 (CP004011.2). Se esquematizan solo las posiciones con diferencias de nucledétidos. El donante y
el receptor de secuencias génicas se describen en la parte superior de cada cuadro. La figura se presenta en idioma
inglés, sin embargo, la misma se describe detalladamente en el presente pie de figura.

Conclusiones

Cada uno de los 5 estudios presentados sugieren una
elevada variabilidad genética presente en aislados contem-
poraneos de T. pallidum obtenidos de pacientes cubanos.
En particular, las secuencias genéticas mostraron genes con
acumulacion de mutaciones puntuales (diversidad de subti-
pos/genotipos y resistencia a antimicrobianos) y mdultiples
eventos de recombinacion intra e inter-aislado mayormente
en los representantes del grupo genético Nichols-like. Se de-
muestra por primera vez el aporte significativo de la recombi-
nacion a la diversidad genética en T. pallidum y en particular
en aislados cubanos; de hecho, en cada uno de los eventos de
recombinacion descritos hay presencia de aislados autocto-
nos lo que sugiere un seguimiento estricto de recombinantes
en el pais.
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