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RESUMEN

La incidencia global de las infecciones de transmision sexual (ITS) esta en continuo
aumento, constituyendo un importante problema de salud publica. Son varios los
factores que han podido contribuir a este incremento, como el cambio en los
comportamientos sexuales, el aumento de consumo de drogas recreativas asociadas al
sexo (chemsex), la movilidad de la poblacion, o la generalizacion de la profilaxis pre-
exposicion para la prevencién del VIH, entre otros. El principal objetivo de esta Tesis es
comprender y mejorar nuestro conocimiento sobre la dispersién de los
microorganismos de transmisién sexual, tomando como modelo el linfogranuloma

venéreo (LGV), ITS causada por los genotipos L de Chlamydia trachomatis.

En el capitulo I, se analizé la epidemiologia molecular de LGV durante un periodo de 10
afos; en un primer momento, la vigilancia se centrd en los hombres que tienen sexo con
hombres (HSH), para posteriormente extender la vigilancia a otros grupos poblacionales
con riesgo de exposicion a ITS. El principal hallazgo fue el aumento progresivo en el
numero de casos de LGV a lo largo del periodo de estudio, asociado a su vez a una mayor
diversidad de genovariantes, especialmente en poblacion HSH. Ademas, la asociacién
entre LGV y el VIH fue disminuyendo a lo largo de los afios, y el porcentaje de pacientes
infectados por el VIH descendid del 84,3% al 66,2%, probablemente debido a las
excelentes cuotas de poblacién VIH con cargas virales indetectables que evitan la

transmision del virus.

En el capitulo Il, se analizé el impacto del primer afio de pandemia por COVID-19 en los
nuevos diagndsticos de LGV. Aunque durante la primera ola y el confinamiento mas
estricto se observd un descenso en el niumero de casos, en los sucesivos meses, se
observd un incremento tanto en el nimero de casos como en la proporcién de LGV
respecto a las muestras positivas para C. trachomatis. Estos resultados confirman como
el LGV siguié aumentando durante el primer aio pandémico, a pesar de las restricciones

de movilidad y las medidas de distanciamiento.

En el capitulo I, se disefid un nuevo esquema de tipado molecular especifico para los
genotipos L de C. trachomatis, con el objetivo de obtener informacién mas precisa de la
epidemiologia de LGV. Este esquema demostrd tener mayor poder discriminatorio para
los genotipos L que los previamente publicados, permitiéndonos detectar un mayor
numero de genovariantes. Posteriormente, se realizd un analisis temporal y espacial de
las genovariantes identificadas, revelando nuevas introducciones de L2b, asi como la

dispersion radial de las genovariantes desde la zona centro de Madrid.
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En el capitulo IV, la hipétesis de trabajo fue que el bajo porcentaje de infecciones
asociadas a genotipos L de localizacién faringea y genital puede ser consecuencia de la
baja carga bacteriana en esas localizaciones, préxima al umbral de sensibilidad de las
técnicas diagndsticas disponibles. Para ello, se disefid una nueva PCR anidada, que
demostré tener mayor sensibilidad que la utilizada en la rutina habitual. Esta estrategia
nos permitié sumar 89 casos de LGV que previamente habian pasado desapercibidos, lo
que supuso un aumento de la prevalencia global del 20% (del 10,5% al 12,6%). Estos
resultados ponen de manifiesto un posible escape diagndstico que puede estar
contribuyendo al mantenimiento de la epidemia, y, por tanto, en muestras faringeas y
genitales, el diagndstico de LGV deberia basarse en técnicas mads sensibles que las

actualmente disponibles.
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SUMMARY

The global incidence of sexually transmitted infections (STls) is continuously increasing,
generating an important public health concern. Several factors may have contributed to
this increase, such as changes in sexual behaviours, the increased use of recreational
drugs associated with sex (chemsex), the population mobility, or the generalization of
pre-exposure prophylaxis for HIV, among others. The main objective of this PhD Thesis
is to understand and to improve our knowledge about the spread of sexually transmitted
microorganisms, using lymphogranuloma venereum (LGV), an STl caused by L genotypes

of Chlamydia trachomatis, as a model.

In the chapter I, the molecular epidemiology of LGV was analysed over a 10-year period.
Initially, surveillance was focused on men who have sex with men (MSM); but
subsequently, surveillance was extended to other population groups at increased risk of
infection. The main finding was the progressive increase in the number of LGV cases
during the study period, associated with a greater diversity of genovariants, especially
in the MSM population. In addition, the association between LGV and HIV decreased
over the years, and the percentage of HIV-infected patients decreased from 84.3% to
66.2%, probably due to high rate of HIV population with undetectable viral loads that

prevent virus transmission.

In the chapter Il, the impact of the first year of the COVID-19 pandemic on new LGV
diagnoses was analysed. Although a decrease in the number of cases was observed
during the first wave and strict lockdown, in the following months, an increase in both
the number of cases and the ratio of LGV/C. trachomatis-positive samples was observed.
These results confirm that LGV continued increasing during the first pandemic year,

despite mobility restrictions and distancing measures.

In the chapter Ill, a new molecular typing scheme was designed specifically for L
genotypes to obtain more accurate information about LGV epidemiology. This scheme
proved to have greater discriminatory power for L genotypes than those previously
published, allowing us to detect a greater number of genovariants. Subsequently, a
temporal and spatial analysis was performed, revealing new introductions of L2b, as well

as the radial dispersion of the genovariants from the central area of Madrid.

In the chapter IV, the hypothesis was that the low percentage of infections associated
with L genotypes in pharyngeal and genital locations may be a consequence of the low

bacterial load in these locations, close to the threshold of the available diagnostic
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techniques. For this purpose, a new nested PCR was designed, which proved to be more
sensitive than the one used in the usual routine. This strategy allowed us to add 89 cases
of LGV that had previously gone undetected, resulting in an increase in the overall
prevalence of 20% (from 10.5% to 12.6%). These results highlight a possible loss of
diagnosis that may be contributing to the maintenance of the epidemic, and therefore,
in pharyngeal and genital samples, LGV diagnosis should be based on more sensitive

techniques than those currently available.
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INTRODUCCION

1. éQué es una infeccion de transmision sexual?

Las infecciones de transmisién sexual (ITS) constituyen una de las dreas que han
adquirido mayor relevancia en temas de salud durante los Ultimos afos. La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), reconoce que las ITS representan un importante problema
de Salud Publica y, aunque la lista propuesta por esta organizacién incluye mas de 30
patégenos virales, bacterianos y parasitarios [1], en nuestra percepcién se reducen a
una cifra menor. Clasicamente, la definicién de las ITS hace referencia a aquellas
infecciones que se transmiten de una persona infectada a otra no infectada a través del
contacto sexual, incluyendo sexo vaginal, oral o anal. Si bien, algunos de los patégenos
que se transmiten por via sexual, pueden transmitirse de madre a hijo durante el
embarazo, el parto, o la lactancia. También hay que tener en cuenta que las alteraciones
de las condiciones fisiolégicas del tracto genital pueden dar lugar a sindromes no
adquiridos por via sexual, como es el caso de la candidiasis o la vaginosis bacteriana por
Gardnerella vaginalis [2], situaciones clinicas que cursan con manifestaciones clinicas

similares a las de las ITS y que, por tanto, requieren un diagnéstico diferencial [3].

Progresivamente la definicion de ITS se ha ido haciendo mads genérica, y a las ITS clasicas,
se han incorporado otros patégenos no directamente asociados a las ITS pero que
pueden ser adquiridos por contacto sexual, definidas por la OMS como ITS no clésicas.
Los brotes de ITS no clasicas han ido en aumento [1], generando en algunos momentos
situaciones de alarma social. El primero ejemplo que empezd a cuestionar la clara
definicion de las ITS fue el brote de Zika que tuvo lugar en 2016 y que afecté a numerosos
paises de América del Sur, Centroamérica y el Caribe, asociado a microcefalia en recién
nacidos de madres infectadas durante el embarazo [4]. El virus del Zika fue el primer
patdégeno que, transmitido e a través de la picadura de un mosquito infectado, se
trasmite también a través de las relaciones sexuales con una persona infectada. Otro
ejemplo surgié con el brote por el virus del Ebola en el periodo 2014-2016 en la
Republica Democratica del Congo, cuya transmisidn tiene lugar a través del contacto
con fluidos corporales de animales infectados, pero también persona-persona a través
de objetos contaminados y fluidos corporales (sangre o vémitos). El hallazgo del ARN
viral en el semen de personas infectadas hizo sospechar sobre la posible transmision por
via sexual. Estrategias para minimizar el impacto de la transmision sexual del virus se
llevaron a cabo en Sierra Leona con pobre resultados [5], pues, aunque se redujo la
transmisidn, el impacto fue escaso, indicando que la transmisién por esta via, si ocurria,
era anecddtica. Mas recientemente, se ha descrito un brote por Shigella sonnei
extremadamente resistente asociado a determinadas practicas sexuales en hombres

que tienen sexo con hombres (HSH) [6]. En este caso la trasmisién estaria mas
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relacionada con practicas sexuales de transmision oral-rectal durante el contacto sexual
que a la presencia del agente infeccioso en fluidos corporales o mucosas implicados en
el acto sexual [7]. Otro ejemplo similar fue el brote de hepatitis A en HSH durante el

periodo 2016-2017 que afectd a 17 paises [8], incluyendo Espaia [9].

El caso mas paradigmatico y reciente ha sido el brote epidémico de mpox, previamente
denominado viruela del mono o “monkeypox” [10], que fue reconocido por la OMS
como emergencia internacional el 23 de julio de 2022 [11]. Es conocido desde la década
de los 70 que este virus puede infectar al ser humano a través del contacto con mucosas
infectadas, mayoritariamente a través del contacto con lesiones presentes en la piel. En
el brote de 2022, de manera similar a los anteriormente expuestos, la transmisién se
asocio al contacto sexual, si bien otras vias de transmision no sexuales también fueron
descritas. En consecuencia, diversas organizaciones intentaron posicionarse a favor o en
contra de considerar el brote de mpox como una ITS. Asi, mientras que la OMS y el CDC
(Centers for Disease Control and Prevention) se posicionaron en contra de considerar
mpox como una ITS, la AIDS Healthcare Foundation o la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC) consideraron que, al
comportarse como una ITS, debia ser considerada como tal. Diversos estudios
confirmaron que el virus se detectaba en el 100% de muestras vaginales [12] y en un
alto porcentaje (91%) en muestras de semen [13], demostrandose ademas su viabilidad
mediante cultivo celular [14]. Asimismo, entre el 15-29% de las personas diagnosticadas
de mpox presentaban otras ITS de manera concomitante [15]. Por tanto, la asociacién
temporal y anatémica con varias prdacticas sexuales, la alta prevalencia de ITS
concomitantes y la infectividad in vitro del virus aislado de semen sugieren firmemente

gue este virus se transmite a través del contacto sexual.

Estos son ejemplos que llevan a cuestionarnos qué es una ITS y que dificultan el hallazgo
de una definicidn satisfactoria que permita incluir todos los ejemplos citados. Podriamos
decir, a riesgo de equivocarnos, que “Las ITS generalmente se definen como infecciones
causadas por un microorganismo que en un momento y un contexto determinado se
transmite predominantemente, pero no exclusivamente, de una persona a otra a través
de los fluidos corporales (sangre, semen, fluidos vaginales, fluido rectal, saliva) durante

las relaciones sexuales genitales, orales o anales con una pareja infectada”.

En cualquier caso, se demuestra la importancia que las ITS han alcanzado en los ultimos
afos, donde diversos microorganismos han encontrado una posibilidad de transmision
por via sexual o en el contexto de una relacién sexual, poniendo de manifiesto la

vulnerabilidad comunitaria a nuevas amenazas.
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2. Las ITS como problema de salud publica global
2.1. Epidemiologia de las ITS

Segun la OMS, mds de un millédn de ITS de las denominadas curables (causadas por
Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae y Trichomonas
vaginalis) son adquiridas cada dia en el mundo, estimdndose en 2020 en mas de 374
millones anuales [16]: 129 millones causadas por C. trachomatis, 82 millones por N.
gonorrhoeae, 7,1 millones de sifilis y 156 millones por T. vaginalis. En cuanto a las
denominadas ITS no curables (VHB, VIH, VPH y VHS), se estima que 490 millones de
personas son portadoras del VHS causante del herpes genital y 300 millones de mujeres
estan infectadas por el VPH. Ademas, se estima que 296 millones de personas tiene una
hepatitis B crénica y 38,4 millones de personas estan infectadas por el VIH. Sin embargo,
segln los datos del Observatorio Mundial de la Salud de la OMS, la incidencia de las ITS

puede variar sustancialmente entre las diferentes regiones [17] (Figura 1).

OMS regién de las Américas
OMS regién de Africa
OMS regién de Europa {
OMS region del Mediterrdneo Oriental L
OMS region de Asia Sudoriental

OMS regidn del Pacifico Occidental

Figura 1. NUmero de casos de las cuatro ITS curables (C. trachomatis, N. gonorrhoeae, M. genitalium
y T. vaginalis) en el afio 2016 en cada una de las regiones de la OMS. Adaptado de Van Wergen y
cols., 2022 [18].

La incidencia de las ITS por edad y sexo tampoco es homogénea. Asi, las infecciones
causadas por los genotipos no invasivos de C. trachomatis afectan mas a mujeres
jovenes que a hombres, mientras que los genotipos invasivos (genotipos L) de C.
trachomatis, asociados al linfogranuloma venéreo (LGV), afectan
desproporcionadamente mas a hombres que mujeres, y en un rango de edad mayor.

Por su parte, las infecciones causadas por N. gonorrhoeae y T. pallidum afectan mas a
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varones, aunque en diferentes franjas de edad. Estas diferencias estan relacionadas con
la mayor vulnerabilidad de diversas poblaciones, como los jévenes, HSH, trabajadores

del sexo y aquellos con ciertas desventajas socioecondmicas [19] (Figura 2).

Infeccion por C. trachomatis, 2019 Infeccion gonocécica, 2018 Sifilis, 2019
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Figura 2. Incidencia de las principales ITS bacterianas (C. trachomatis, N. gonorrhoeae y T. pallidum)
por grupo de edad y sexo. En la fila superior (A) se representan los datos europeos procedentes del
European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) [20-22] y en la fila inferior (B) los datos
del Instituto de Salud Carlos Ill (ISCIll) de Espafia. En ambos escenarios se puede observar una gran
similitud de los patrones por edad y sexo para cada microorganismo [23].

Por otro lado, es frecuente la deteccidn simultanea de varias ITS. De hecho, algunas de
ellas constituyen un importante factor de riesgo para la adquisicién del VIH [24], ya que
se ha demostrado que las infecciones por N. gonorrhoeae o C. trachomatis pueden
aumentar hasta 8 veces el riesgo de infeccién por VIH [25]. Estas infecciones,
particularmente en el caso de las Ulceras, pueden causar la rotura de la barrera epitelial
del tracto genital/rectal y el reclutamiento de células susceptibles (linfocitos CD4,
macrofagos), favoreciendo el acceso del VIH [26]. De hecho, se ha observado una alta
asociacién entre el virus VHS-2 y el VIH [27]. Adema3s, se ha demostrado que la presencia
de ITS en personas que viven con VIH puede aumentar la eliminacion de virus a través

del tracto genital [26].
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2.2. Importancia de las ITS
2.2.1. Impacto sobre la salud sexual y reproductiva

Las ITS se manifiestan habitualmente como procesos agudos (vaginitis, cervicitis,
uretritis, proctitis, Ulceras o verrugas genitales u orales); sin embargo, un porcentaje
significativo de los casos puede cursar de forma asintomatica, que, en ausencia de
tratamiento, puede dar lugar a graves complicaciones, como el Sindrome de
Inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en personas infectadas por el VIH o el cancer
cervical causado por el VPH. En 2018, ocho de cada 100.000 canceres fueron asociados
al VPH, diagnosticdndose mas de medio millén de casos cada afio [28] y siendo causa de
mas de 300.000 muertes anuales [29]. En el caso de la hepatitis B, en 2019 se estimd
que fue causa de 820.000 muertes, fundamentalmente debido a cirrosis o

hepatocarcinoma [30].

En 2016, se calculd que casi un millon de embarazadas fueron diagnosticadas de sifilis,
siendo ésta la segunda causa de muerte neonatal a nivel global [1]. Desde entonces, se
ha documentado un incremento del 236% en sifilis congénita en Estados Unidos [31]. El
herpes neonatal, adquirido durante el nacimiento, puede afectar a la piel, los ojos o la
boca del recién nacido, pero también puede alcanzar el sistema nervioso central (SNC),
con importantes secuelas neurolégicas [32]. En Estados Unidos se ha observado un
aumento de la incidencia del herpes neonatal en los ultimos afios [32,33], con una tasa

de 5,3 casos por cada 1.000 nacidos vivos [18].

La infeccidn crénica por C. trachomatis puede causar enfermedad pélvica inflamatoria
(EPI), dolor pélvico crénico, embarazo ectdépico o infertilidad femenina [18].
Recientemente, se ha documentado el impacto de la infeccién crénica por C.
trachomatis en la fertilidad masculina [34]. De modo similar, la infeccién no tratada por
N. gonorrhoeae puede causar EPIl, embarazo ectdpico, infertilidad tubdrica e infecciones
diseminadas [35,36].

2.2.2. Impacto socioeconémico

Clasicamente las ITS se han asociado al pudor, la verglienza vy la discriminacién, lo que
ha favorecido en parte su diseminacién a nivel global, creando un estigma con
importantes consecuencias [37]. Este estigma hace que gran parte de la sociedad tenga
una visién negativa de la sexualidad, evitando hablar abiertamente sobre el tema a
todos los niveles, incluyendo a los profesionales sanitarios. A nivel individual, la
estigmatizacién puede favorecer que no se realicen los cribados recomendados dando

lugar a retrasos en el diagndstico y el tratamiento, lo que contribuye a la transmision de
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las ITS. Por ello, uno de los objetivos estratégicos de la OMS para 2022-2030 es “crear
un entorno que permita a las personas hablar cdmodamente sobre su salud sexual,

adoptar practicas sexuales mas seguras y solicitar tratamiento contra las ITS” [38].

Elimpacto de las ITS también se ha medido en términos econdmicos. En Estados Unidos,
los costes directos de las ocho principales ITS se han estimado en 16,7 billones de
ddlares, siendo el VIH el que mds impacto econdmico representa (13,7 billones), seguido
de C. trachomatis y N. gonorrhoeae (1 billén) [39]. Ademas, las ITS pueden suponer una
carga econdmica para los infectados, especialmente en los paises en vias de desarrollo,
donde el coste del tratamiento equivale a varios dias del salario [40]. Sin embargo, no
se conocen con exactitud ni los costes directos asociados a las secuelas de las ITS ni los

costes indirectos [41].

Ademas, las ITS pueden tener un impacto sobre la poblacién no infectada, cuantificada
habitualmente en pérdida de afos de vida ajustados por calidad (QALYs). Esto se debe
a que las personas no infectadas muestran preocupacion por adquirir una ITS, lo que se
traduce en ansiedad y cambio en los comportamientos sexuales. Se estima que aquellas
personas muy preocupadas por adquirir una ITS sufren una pérdida de 0,39 QALYs,
siendo mayor para aquellos con comportamientos de alto riesgo [37]. Ciertos estudios
han evaluado el impacto en afios de vida ajustados por discapacidad (DALYs). En 2019,
las ITS estaban entre las primeras enfermedades que mas DALYs suponian en nifios
menores de 10 afios, fundamentalmente debido a la sifilis congénita [42], mientras que

C. trachomatis ocupd el séptimo lugar en la franja de edad entre 15 y 65 anos [43].

3. Aumento de la incidencia de las principales ITS

Desde la década de los 2000 se ha observado un aumento progresivo en la incidencia de
las ITS a nivel global [44], con rapidos aumentos para sifilis, gonorrea y en menor medida
para las infecciones causadas por C. trachomatis. Sin embargo, las denominadas ITS no
curables se han mantenido estables o incluso han descendido como consecuencia de la
implementacién de importantes medidas sanitarias, como la vacunacién frente al VPH
en mujeres o los mayores niveles de deteccion, diagndstico y tratamiento de las

personas infectadas por el VIH.

3.1. Treponema pallidum

En el caso de la sifilis, durante 2010-2011 se observd un incremento significativo en
numerosos paises como Estados Unidos [45], Canada [46] y Australia [47], asi como en
varios paises europeos, incluida Espafia (Figuras 3A y 3B). En Europa, durante la década
del 2000-2010, el 55% de los casos estaban asociados a HSH. Desde 2010, la sifilis siguio
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aumentando en Europa a expensas de los casos en hombres. Durante el periodo 2015-
2019, se observd un incremento del 44% en los casos de sifilis entre los HSH VIH-
negativos, aunque se mantuvo estable en los individuos VIH-positivos [22]. Desde 2016
se observd un nuevo incremento en el nimero de casos, tanto en Europa como en
Estados Unidos (Figuras 3Cy 3D).
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Figura 3. Evolucion de los casos de sifilis en Europa y Estados Unidos en el periodo 2007-2020. A)
Tasa de casos de sifilis por cada 100.000 habitantes en Europa en el periodo 2007-2016. B) Evolucion
de los casos de sifilis en Estados Unidos en el periodo 2007-2014. C) Evolucidn de los casos de sifilis
en Europa en el periodo 2010-2019. D) Evolucién de casos de sifilis en Estados Unidos el periodo
2016-2020. Datos procedentes del ECDC y CDC [22,48-50].

En Espaiia, el patrén es muy similar al observado en Europa y Estado Unidos. Segun los
datos del Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII), en Espaia se observa por primera vez un
cambio de tendencia en 2003, acentudandose en 2010 y alcanzando valores

preocupantes a partir de 2016 (Figura 4).
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Figura 4. Evolucion temporal de los casos de sifilis en Espafia desde 1995 hasta 2019. En amarillo, se
identifica el periodo en el que se observa un cambio de tendencia. En rojo, se identifica el periodo
en el que se observa un incremento significativo de los casos. Datos procedentes del ISCIII [23].
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3.2. Neisseria gonorrhoeae

Los casos de infeccidn gonocdcica también aumentaron en todo el mundo a partir del
2000, aunque en otros paises los casos permanecieron estables respecto a otras ITS [51].
En Estados Unidos, los casos disminuyeron hasta 2009, con una tasa de 98 casos por
100.000 habitantes; sin embargo, a partir de entonces los casos fueron en aumento, y
en 2020 se evidencié un incremento del 111% respecto al 2009 [52]. En Europa, el
cambio de tendencia se observd en 2009; observandose una nueva aceleracion en la
deteccidn de casos desde 2016 con un incremento del 224% en hombresy del 171% en

mujeres [21], alcanzando el 586% en HSH (Figura 5).
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Figura 5. Evolucion temporal de las infecciones causadas por N. gonorrhoeae en Europa. A) Periodo
2005-2014 [53]. B) Periodo 2009-2018 [21]. En amarillo (A) y rojo (B) se sefalan los periodos donde
se observa un incremento de los casos.

En Espafia, aunque el patrén es similar, el cambio de tendencia se observa con ligera
antelacion a lo observado en el resto de Europa. El primer incremento en el nimero de
casos se observa en 2005, observandose nuevamente un aumento significativo desde
2016 (Figura 6).
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Figura 6. Evolucion temporal de las infecciones causadas por N. gonorrhoeae en Espafia desde 1995
hasta 2019. En amarillo, se identifica el periodo en el que se observa un cambio de tendencia. En
rojo, se identifica el periodo en el que se observa un incremento casi exponencial de los casos. Datos
procedentes del ISCIII [23].
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3.3. Chlamydia trachomatis

Desde el afio 2000, el numero de infecciones causadas por C. trachomatis ha ido en
aumento, aunque el incremento es menos acusado que el observado para sifilis o
gonococo, con un incremento del 24% en el periodo 2010-2019. Sin embargo, esta
informacién puede dar lugar a confusion, pues se trata de la ITS con mayor incidencia a

nivel global, cuya tasa por cada 100.000 habitantes esta en continuo ascenso (Figura 7).
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Figura 7. Evolucidon temporal del nimero de casos por cada 100.000 habitantes de C. trachomatis, T.
pallidum y N. gonorrhoeae en Estados Unidos durante el periodo 1985-2015 [54].

En Europa, se observa un incremento significativo en 2007, que podria estar relacionado
con una mejora diagndstica debido a la implementacion generalizada de las pruebas de
deteccion molecular (Figura 8A). Desde entonces, la incidencia se mantuvo mas o menos
estable hasta el ultimo informe del European Centre for Disease Prevention and Control
(ECDC), donde se observa un incremento sostenido desde 2017 (Figura 8B), aunque los

datos de este ultimo informe se presentan como nlimero de casos en lugar de tasa de
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Figura 8. Evolucion temporal de la infeccion por C. trachomatis en Europa. A) Casos por cada 100.000
habitantes en el periodo 2005-2014 [55]. B) Numero de casos en el periodo 2010-2019. En amarillo
se identifica el periodo en el que se observa un cambio de tendencia relacionada con la
implementacién generalizada de las técnicas de deteccién molecular. En rojo, se identifica el periodo
el que se observa el incremento mantenido mas reciente [20].
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En Espafa, siguiendo los patrones europeos, se observa un incremento de las

infecciones causadas por C. trachomatis desde 2007 (Figura 9A); sin embargo, a

diferencia del modelo europeo, el nUmero de casos no ha dejado de aumentar cada afio
hasta el 2019 (Figura 9B).
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Figura 9. Evolucion de los casos de C. trachomatis en Espafia. A) Periodo 1995-2013. B) Periodo 2016-
2019 [23,56].

3.4. Genotipos invasivos de C. trachomatis. Linfogranuloma venéreo

El LGV estd causado por los genotipos L de C. trachomatis. De manera global, en Europa

se produjo un importante aumento de los casos desde 2013 (Figura 10A). No obstante,

si tomamos como referencia los casos de LGV en Reino Unido, por ser un pais con uno

de los mejores sistemas de notificacién implementados, podemos observar un

incremento importante desde 2009 hasta 2015, con un nuevo repunte mas acentuado

desde 2017 a 2019 (Figura 10B). En Espana, los datos temporales son escasos.
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En conclusién, podemos observar un patrdn similar en Estados Unidos y Europa, incluida
Espafa, aunque con algunas particularidades. En primer lugar, se observa un primer
cambio de tendencia en la primera década de los 2000. Para sifilis, el cambio de
tendencia tiene lugar en 2010-2011 en Europa, y en 2004 de forma particular en Espafia;
para la infeccién gonocécica, el cambio de tendencia en Estados Unidos se observa en
2009, en Europa en 2008 y en Espaifia desde 2005. En segundo lugar, en todos los
modelos analizados y todas las ITS, se observa un nuevo incremento en el nimero de
casos desde 2016.

3.5. Causas y cambios implicados en el aumento de las ITS

El aumento en la incidencia de las ITS durante las ultimas décadas se debe
probablemente a varias causas. Por un lado, los cambios en los comportamientos
sociales y sexuales, motivados por diversas razones a lo largo de la historia, se han
relacionado con cambios en la epidemiologia de estas infecciones. Posiblemente el VIH
es uno de los aspectos que mas ha impactado ya que la disponibilidad de tratamientos
antirretrovirales eficaces, asi como las medidas de prevencién impulsadas, como la
introduccidn de la profilaxis pre-exposicion (PrEP), pueden haber influido globalmente
en el aumento de las ITS. Otros factores son la mejora en las técnicas diagndsticas, como
la introduccién de los métodos basados en la amplificacion de los acidos nucleicos, y el
aumento en la deteccion de los casos asintomaticos gracias a la implementacion en los

ultimos anos de los programas de cribado y los sistemas de notificacidn y vigilancia.

3.5.1. Cambios en los comportamientos sociales

Los comportamientos sociales de la poblacién han ido cambiando a lo largo de los afios,
lo que ha influido directamente en la incidencia de las ITS. El comienzo de la epidemia
del VIH en los afios 80, asociado a elevadas tasas de mortalidad, supuso cambios
importantes en los comportamientos sexuales de la poblacidn, especialmente en HSH.
Se observé un descenso en el nUmero de parejas y un aumento en las practicas sexuales
seguras [59], lo que dio lugar a un descenso significativo en la incidencia de la ITS, como
la gonorrea, la hepatitis B y la sifilis [60] (Figura 11). En los afios siguientes, se
extendieron practicas como la “seguridad negociada” [61], en la que las parejas sexuales
con estatus serolégico negativo para el VIH acordaban prescindir del uso del
preservativo dentro de su relacion, pero utilizar siempre practicas seguras fuera de ella;
o el serosorting, en el que los individuos solian elegir parejas sexuales serolégicamente
concordantes. A pesar de que el serosorting se asocié a un menor riesgo de adquisicién
del VIH [62], esto dio lugar a un descenso en el uso del preservativo y a un aumento en

la incidencia de las ITS bacterianas, con independencia del estado seroldgico [63].
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Figura 11. Evolucion temporal de los casos de sifilis (A) e infeccién gonocdcica (B) en Reino Unido
durante el periodo 1931-2017 [64].

La llegada en 1996 del tratamiento antirretroviral de gran actividad (TARGA) permitio
alcanzar la supresidn de la replicacidn viral y supuso un descenso radical en la mortalidad
asociada al VIH [65-68]. Esto llevdo a un importante optimismo en la comunidad
cientifica y también en la poblacién, lo que impacté directamente en los
comportamientos sexuales. Varios estudios evidenciaron un aumento en las conductas
sexuales de riesgo, con una menor motivacidon para el uso del preservativo [67,69],
acompafado de un descenso en la percepcion del riesgo de adquirir la infeccidon por VIH
gracias a los nuevos tratamientos [68]. Los pacientes con carga viral indetectable tienen
un riesgo nulo de transmitir la infeccién por via sexual, concepto conocido como
“indetectable = intransmisible”. Las campafias que han utilizado este mensaje han sido
una importante herramienta para eliminar el estigma y la verglienza de las personas que
viven con VIH, lo que podria contribuir a las altas tasas de comportamientos sexuales de
riesgo [70]. De hecho, en poblacién infectada por VIH se observé un aumento en las
practicas sexuales desprotegidas tras alcanzar cargas virales indetectables y niveles de
linfocitos CD4 por encima de 350-500 células/mm?3 [66]. Estos cambios se han asociado
a continuos informes sobre el aumento de la incidencia de las principales ITS,

especialmente gonorrea vy sifilis en HSH [71-74]. Ademas, el CDC alerté en el afio 2005
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sobre el aumento de las nuevas infecciones por VIH en esta poblacién [75], debido

fundamentalmente a las altas tasas de comportamientos sexuales de riesgo.

Uno de los cambios sociales que probablemente mas ha impactado en la epidemiologia
de las ITS es la llegada de internet, las redes sociales y las aplicaciones méviles para
encuentros sexuales esporadicos. En 1999 en San Francisco se detectd un brote de sifilis
en HSH asociado al uso de internet [76]. En esta misma ciudad, el uso de paginas web
para establecer contactos sexuales aumenté del 23% en el aiio 2000 a mas del 50% en
2008 [77]. Sin embargo, con la llegada de las aplicaciones mdviles, su uso comenzé a
descender desde 2010 a la vez que aumentaba el de las aplicaciones, cuyo uso aumentd
del 1,4% en 2010 al 45% en 2016 [77]. Estos mismos resultados se observaron en otras
ciudades, como Melbourne, donde se notificd un aumento del 77,8% en el uso estas
aplicaciones desde 2011 al 2014 [78,79]. El uso de las aplicaciones méviles se ha
asociado con comportamientos sexuales de riesgo, como la participacién en sexo en
grupo [80], mayor numero de parejas sexuales [81], o mayor abuso de drogas, incluido
el chemsex [82]. Ademas, también se ha relacionado con mayores tasas de infeccidn por

N. gonorrhoeae y C. trachomatis [83].

3.5.2. El fendmeno del chemsex

El término chemsex comenzo a utilizarse a finales de los 90; éste se define como el sexo
intencionado, principalmente en el colectivo HSH, bajo la influencia de drogas

psicoactivas (mefedrona, GHB y metanfetaminas y, en menor medida, cocaina,
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Figura 12. Consumo de drogas psicoactivas relacionadas con el fenédmeno del chemsex en el periodo
2005-2018 [84]. El mayor consumo se observa en 2014-2015, previo al incremento observado en los
casos de ITS.

29



INTRODUCCION

El chemsex comenzd a popularizarse desde 2009 [85]. Aunque este fendmeno se inicié
en Reino Unido, poco a poco se fue expandiendo a otros paises. En la Figura 13, se
observa el impacto del chemsex en Europa, siendo Espafia uno de los paises mas
afectados (Figura 13A). Dentro del territorio nacional, Madrid, Andalucia y Catalufia, son

las Comunidades Auténomas que encabezan esta lista (Figura 13B).
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Figura 13. Porcentaje de usuarios de drogas estimulantes durante las practicas sexuales (chemsex).
A) Europa [86]. B) Espafia [87].

Esta practica se ha asociado con comportamientos sexuales de riesgo, como un menor
uso del preservativo, mayor numero de parejas sexuales, asi como con una mayor
incidencia de ITS, VIH y hepatitis C [88]. El chemsex se ha visto potenciado por el uso de
las aplicaciones moviles, ya que hasta un 77% de los usuarios de chemsex reconocen que
la via de acceso para practicarlo es a través de estas aplicaciones. Ademas, la mayoria
de los usuarios suelen utilizar mas de una aplicacién para este fin. Por otro lado, un
porcentaje elevado practica chemsex en lugares de ocio como discotecas o saunas

(Figura 14).
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Figura 14. A) Vias de acceso al consumo de chemsex [89]. B) Frecuencia de utilizacidn de aplicaciones

moviles para contactos sexuales [87].
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3.5.3. Impacto de la movilidad de la poblacién

Los viajes internacionales se han considerado cldsicamente un factor de riesgo para la
adquisicion de las ITS [90,91]; durante los viajes, las personas se sienten menos inhibidas
respecto a las normas sociales y morales, lo que puede dar lugar a cambios en los

comportamientos sexuales y la exposicidn a las ITS [92].

Previo al inicio de la pandemia, el nimero de turistas internacionales a nivel global ha
aumentado de forma significativa afio tras afio, pasando de 278 millones en 1980 a
1.466 millones en 2019 [93], lo que potencialmente podria relacionarse con la
propagacion de las ITS. Segun un metaanalisis, la prevalencia de relaciones sexuales
casuales durante los viajes varia ampliamente entre estudios, con prevalencias entre el
5,6% y el 62,9% [94], siendo mayor en el caso de los HSH [95—97]. Ademas, en un 50%
de los casos los contactos sexuales tenian lugar sin el uso de preservativo [94], lo que

podria favorecer la adquisicion de las ITS [98,99].

Sin embargo, hay que tener en cuenta que otros tipos de desplazamientos, como la
migracién, ya sea por motivos sociales, econdmicos o politicos, puede influir en la
transmisiéon de las ITS. Se ha demostrado que los comportamientos sexuales de esta
poblacién se ven influidos por el propio proceso migratorio [100], ya sea por la falta de
apoyo social, la soledad [101], las necesidades econdmicas o cambios en las costumbres
respecto a su pais de origen [102], lo que hace a esta poblaciéon especialmente

vulnerable a padecer una ITS.

3.5.4. Mejoras sanitarias: impacto de la profilaxis pre-exposicion para el VIH

La profilaxis pre-exposicion (PrEP) para el VIH fue aprobada por la FDA (Food and Drug
Administration) en 2012 y por la Agencia Europea del Medicamento en 2016 [103,104].
Sin embargo, en el caso de Espaia, no fue hasta el 1 de noviembre de 2019 cuando se
implementd en todo el territorio nacional. El uso de la combinacién de tenofovir
disoproxilo fumarato (TDF) y emtricitabina (FTC) ha demostrado alta eficacia en la
prevencion del VIH en ensayos clinicos aleatorizados, con eficacias globales por encima
del 85% [105]. Sin embargo, su implementacién ha causado mucha controversia debido
a su seguridad a largo plazo, el riesgo de seleccién de resistencias o el riesgo de cambios

en los comportamientos sexuales que podrian contrarrestar el beneficio de la PrEP.

El cambio en los comportamientos sexuales tras la introduccion de la PrEP ha sido fuente
de numerosos estudios. El acceso a la PrEP y la pérdida del miedo al VIH podria favorecer
comportamientos como la reduccién del uso del preservativo o un aumento en el

numero de parejas sexuales, lo que podria dar lugar a un incremento de las ITS. Los
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primeros estudios sobre el impacto de la PrEP en los comportamientos sexuales no
apoyaron de forma consistente que facilitasen las ITS. Sin embargo, estos estudios
consistian en ensayos aleatorizados en los que los participantes desconocian si estaban
recibiendo o no PrEP, y, en la mayoria de los casos, se observd un descenso en las
conductas de riesgo [105]. En los estudios basados en encuestas a los posibles usuarios
de PrEP, el 35% de los encuestados afirmaron que reducirian el uso del preservativo
[106]. A medida que el uso de la PrEP se fue extendiendo, se han acumulado mas
evidencias en este aspecto. En un metaanalisis publicado en 2018 [107], la mayoria de
los estudios no reflejaron cambios en el nimero de parejas sexuales o en el nimero de
episodios de sexo anal, pero si un descenso en el uso global del preservativo [108].
Ademas, las parejas sexuales de los usuarios de PrEP eran mds frecuentemente VIH-

positivas o de estatus serolégico desconocido [109,110].

En cuanto al impacto en el aumento de las ITS, la mayoria de los estudios han observado
una mayor incidencia de ITS en usuarios de PrEP [111] (Figura 15); en un metaanalisis se
observé una clara asociacion entre el uso de PrEP y el aumento de las ITS, con un
incremento del 24% en la prevalencia de ITS en los usuarios de PrEP respecto a los no
usuarios, especialmente en el caso de C. trachomatis y en localizacién rectal [107]. Sin
embargo, muchos de estos estudios no diferencian entre ITS sintomaticas y
asintomaticas; ademas, los usuarios de PrEP se someten mas a menudo a cribado de ITS,
pues es necesario para su correcto seguimiento [112]. En estudios que evaluaron la
incidencia de ITS sintomaticas, como la gonorrea uretral o la sifilis primaria, los
resultados son variables. En un estudio realizado en California, la incidencia de gonorrea
uretral antes y después del inicio de la PrEP fue practicamente la misma [113]. Sin
embargo, en un estudio de cohortes se detectd un aumento de la incidencia de gonorrea

y de C. trachomatis rectal tras el inicio de la PrEP [114].
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uVIH+ VIH-/PrEP-  mVIH-/PrEP+.

Figura 15. Prevalencia de las infecciones causadas por C. trachomatis, N. gonorrhoeae y M.
genitalium en funcion del estatus VIH/PrEP. Adaptado de Jansen y cols [111].
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3.6. Consecuencias del incremento de las ITS

Uno de los principales problemas para el control de las ITS es el alto porcentaje de
poblacion asintomatica. Estos individuos, en ausencia de sintomas, evitan el contacto
con el sistema sanitario, contribuyendo al mantenimiento de la epidemia y dificultando
su control. Por otro lado, la infeccién asintomatica no es sindnima de un estado de
portador, sino que los individuos asintomaticos y no diagnosticados podran sufrir
consecuencias directas sobre su salud (Figura 16), tal y como se ha comentado en el
apartado 2.2.1. Por tanto, cuanto mads circulen las ITS, mayor serd la poblacién

asintomatica en riesgo de complicaciones derivadas de la ausencia de diagndstico.

Dolor pélvico
crénico

Reinfeccion
30-50%

Embarazo
ectdpico

Enfermedad
inflamatoria
pélvica

Patologia
tubdrica

Infeccién por
C. trachomatis

Infertilidad
tubdrica

Endocérvix Tracto genital superior

Figura 16. Historia natural de las secuelas causadas por las infecciones por C. trachomatis no
diagnosticadas y no tratadas en mujeres. Adaptado de ECDC, 2015 [115].

4. Estrategias para el control de las ITS

En la 75 Asamblea de la OMS celebrada el 22 de mayo de 2022, la OMS redisefié para el
periodo 2022-2030 la Estrategia Global del Sector de Salud del periodo 2016-2021 [116],
incluyendo en el mismo programa el VIH, las hepatitis virales y las ITS [38], lo que podria
ser una oportunidad para la inclusiéon de las ITS en los programas nacionales de

vigilancia. Las lineas generales de este plan estratégico global se resumen en:

» Programas de prevencién primaria basados en concienciacion comunitaria y
formacién docente de profesionales sanitarios que permitan crear un entorno
favorable para hablar comodamente sobre salud sexual e identificar cualquier
poblacion expuesta a ITS para su inmediato diagndstico, lo que permitira

aumentar el cribado.
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= Coordinar adecuados sistemas de derivacion de los pacientes a la atencién
especializada, con independencia del lugar del diagndstico (servicios publicos,

privados y no gubernamentales).

= Fortalecer las capacidades tecnoldgicas diagndsticas en todos los laboratorios de
manera homogénea de manera que exista una equidad en el diagndstico.
Asimismo, fortalecer la capacidad de los sistemas nacionales de informacion de
salud para garantizar la recopilacién y el analisis de datos desglosados con el
objetivo de adecuar las politicas de salud, las pautas de tratamiento y la asignacidn

de recursos.

El abordaje de la ITS requiere un planteamiento integral, sin limitarse a patdgenos
especificos. Para ello, el abordaje debe realizarse desde varios aspectos, todos ellos
necesarios, con el objetivo de prevenir, diagnosticar, tratar y controlar estas infecciones,
y con el propdsito final de detener su creciente amenaza para la salud publica. Todas las
estrategias deben centrarse en las diversas etapas del proceso asistencial de las ITS
(Figura 17), garantizandose el acceso al mismo y la continuidad asistencial para todas las

personas.

: - : : Curacién o

Reingresoy
reincorporacion

Vacunacién Diagnéstico integral Acceso répido al
PrEP Técnicas rapidas tratamiento
Prevencion de la Desarrollo de nuevos
transmision vertical farmacos
Educacion y promocion de
la salud

Vigilancia de los casos

Monitorizacidn de las resistencias
Epidemiologia molecular

Figura 17. Continuidad asistencial de los servicios contra las ITS. Se destacan las herramientas
necesarias para su control en cada una de las etapas del proceso. Adaptado de OMS, 2022 [38].
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4.1. Prevencion primaria de las ITS

La prevencion primaria tiene como objetivo prevenir nuevos casos de infeccion, siendo
las actividades de promocidn de la salud sexual el pilar fundamental, que incluyen: PrEP,
vacunacion, educacién para la salud, la educacidn sexual y la promocién de la salud

reproductiva.

4.1.1. Profilaxis pre y post-exposicion (PrEP y PPE)

La eficacia de la PrEP para la prevencion del VIH ha sido confirmada por varios ensayos
aleatorizados, doble ciego y controlados por placebo. Dos de los estudios mas
importantes fueron el estudio iPReX [105], donde se observé un descenso del 44% en la
incidencia del VIH y el estudio Partners, en el que se incluyeron parejas
serodiscordantes, y donde se observé un descenso del 75% en la incidencia del VIH
[117]. Actualmente se recomienda el uso de la PrEP en dos modalidades, mediante una
dosis diaria, o a demanda, en un régimen recomendado de 2-1-1 [118]. Este ultimo
consiste en la administracién de dos comprimidos entre 2-24 horas antes de la relacién
sexual prevista, seguido de un tercer comprimido 24 horas después de los dos primeros
y un cuarto comprimido 48 horas después de los dos iniciales. El estudio IPERGAY evalud
la eficacia de la PrEP a demanda, observandose una reduccién del 86% en el riesgo de
contraer la infeccidn por VIH [118]. En las ultimas recomendaciones de la OMS se
propone el uso de cabotegravir inyectable de accidén prolongada para la prevencién del
VIH, gracias a los resultados de dos ensayos aleatorizados que han demostrado una

reduccion del 79% del riesgo de infeccidn por VIH [119].

A pesar de los buenos resultados de los ensayos aleatorizados en la prevencién del VIH
y que el fracaso de la PrEP es inusual en personas adherentes, la implementacién
mundial de la PrEP ha sido relativamente lenta, y las reducciones a nivel de la poblacion
de las infecciones por el VIH son modestas [120]. Segun la OMS, en 2020 tan solo un
28% de la poblacién mundial que podria beneficiarse de la PrEP estaba recibiendo el

tratamiento.

Estas intervenciones son altamente recomendables para la prevencién del VIH; sin
embargo, como se ha comentado previamente, pueden dar lugar a un aumento de las
relaciones sexuales sin preservativo y, por tanto, a un aumento de la incidencia de otras
ITS. Por ello, estas intervenciones deben llevar asociadas el cribado periddico de ITS en
todos los sitios anatdmicos expuestos, asi como las pruebas serolégicas para la sifilis

[121]. Los protocolos actualmente establecidos sugieren un cribado trimestral de ITS
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para las personas en PrEP, si bien algunos paises estan discutiendo la posibilidad de

alargar este plazo a 6 meses.

Otro de los posibles efectos de la PrEP es la posibilidad de seleccionar variantes virales
resistentes a los antirretrovirales utilizados. Segun el informe de vigilancia de la OMS, la
resistencia a TDF o FTC fue del 3,5 % si la PrEP se inicié antes de adquirir el VIH, mientras
que la resistencia fue mas probable (33,3%) cuando la PrEP se inicié inadvertidamente
durante una infeccién aguda por VIH no diagnosticada. Por ello, es necesario realizar
una prueba de deteccién molecular de VIH en lugar de una prueba seroldgica antes de

iniciar el tratamiento antirretroviral [122].

La profilaxis post-exposicién (PPE) es el conjunto de medidas aplicadas cuando no se han
aplicado o han fallado otras medidas de prevencién primaria previas a la exposicion. Las
PPE no ocupacional (PPENO) esta dirigida a aquellos individuos que hayan tenido una
exposicidon accidental a la infeccidn fuera del ambito sanitario. Para el VIH, ésta consiste
en el tratamiento antirretroviral durante 28 dias, debiéndose iniciar lo antes posible,
preferiblemente dentro de las 6 horas posteriores a la exposiciéon y siempre antes de
transcurridas 72 horas. La administracion de la PPENO para el VIH debe ser considerada

para situaciones muy concretas, requiriendo una evaluacién médica en todos los casos.

Ademas del VIH, se ha propuesto el uso de doxiciclina para la prevencién de la sifilis, la
gonorrea y la infeccién por C. trachomatis, tanto pre como post-exposicion [123]. En un
estudio en el que se evalud el uso diario de doxiciclina en HSH, se produjo un descenso
del 73% de sifilis, gonorrea e infeccién por C. trachomatis [124]. En una extensién del
estudio IPERGAY se evalud el uso de doxiciclina 24-72 horas después del contacto sexual
de riesgo, con una menor incidencia de ITS en el grupo de intervencidn, especialmente
para los casos de sifilis y C. trachomatis [124]. Sin embargo, hoy en dia el uso de
doxiciclina no esta recomendado por ninguna guia clinica, pues alin son necesarios mas
estudios de seguridad y eficacia, asi como evaluar el impacto en la resistencia a los

antimicrobianos.

4.1.2. Vacunacion

Clasicamente, las vacunas son una de las medidas mas eficaces para la prevencion de
las enfermedades infecciosas. En el caso de las ITS, actualmente sélo la hepatitis B y el
VPH disponen de vacuna comercializada. En el caso del VPH, existen tres vacunas
autorizadas: la vacuna bivalente (genotipos 16 y 18), la tetravalente (genotipos 6, 11, 16
y 18) y la nonavalente (6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58). Todas ellas incluyen los

genotipos 16 y 18, responsables del 71% de los canceres cervicales a nivel global,
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mientras que la vacuna nonavalente incluye aquellos genotipos que en conjunto son
responsables del 89% de los canceres cervicales [125,126]. Estas vacunas han
demostrado su eficacia en la prevencion del cancer de cérvix y ano, en la prevencion de
lesiones precancerosas en cérvix, vulva, vagina y ano, asi como para la prevencién de las
verrugas genitales (tetra y nonavalente). Por tanto, es de especial relevancia la
incorporaciéon de esta vacuna a los calendarios de vacunacién. En la actualidad, mas de
100 paises han incluido la vacunacién contra el VPH en sus programas de inmunizacion
[127]. Sin embargo, en 2020 sélo un 14% de las nifias habian recibido las dos dosis de la

vacuna antes de cumplir los 15 afios, estableciéndose el objetivo del 90% para 2030 [38].

Varias vacunas seguras y eficaces para la prevencion de la infeccidn por el VHB estan
disponibles desde los afios 80. Actualmente se recomienda la administracion de la
vacuna lo antes posible tras el nacimiento, preferiblemente en las primeras 24 horas, ya
que, seguida de 2 o 3 dosis adicionales, proporciona proteccién de larga duracion [30].
El 98% de los paises tienen implementado en su calendario de vacunacién las tres dosis
de la vacuna contra el VHB, y el 57% recomiendan la primera dosis al nacimiento. Sin
embargo, en el informe de 2021 sobre la cobertura vacunal, ésta fue del 80% con las
tres dosis, con grandes diferencias entre las distintas regiones [128]. Por ello, es
necesario seguir promoviendo la vacunacion al nacimiento, asi como mejorar la
vacunacion sistemadtica en los nifios. De igual modo, es importante fomentar la
vacunacion frente al VHB en los adultos, especialmente en grupos de riesgo como
pacientes VIH, inmunodeprimidos, trasplantados, con hepatopatia o alcoholismo

crénicos, o personas en riesgo de exposicion (dialisis, HSH, personal sanitario...).

Por otro lado, es necesario promover la vacunacién de aquellas infecciones, que, a pesar
de no ser estrictamente ITS, causan un considerable nimero de casos adquiridos a
través del contacto sexual, como la hepatitis A. La vacunacion frente a la hepatitis A es
de especial importancia en grupos de riesgo, como HSH, pacientes con hepatopatia
cronica, asi como en viajeros a zonas endémicas, especialmente los nifios [129]. Ademas,
el uso de la vacuna combinada frente a la hepatitis A y B favoreceria la incorporaciéon de

la inmunizacidn contra la hepatitis A en los calendarios vacunales.

4.2. Prevencion secundaria de las ITS

La prevencién secundaria va encaminada a la deteccidn de la enfermedad en estadios
precoces en los que el establecimiento de medidas adecuadas puede impedir su
progresion e interrumpir cadenas de transmision. Esta accidn es de gran importancia en
la mayoria de las ITS, pues un porcentaje muy significativo de las infecciones cursan de

manera asintomdtica y, por tanto, un cribado proactivo permitiria identificar la
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poblacién recién infectada antes de transmitir la enfermedad a otras personas o debutar
en el propio individuo no diagnosticado con complicaciones severas. Existen tres
métodos principales de prevencidn secundaria: notificaciéon a la pareja (busqueda activa
de casos, identificando a aquellas personas que puedan haber estado expuestas a la

infeccidn), pruebas oportunistas y programas de cribado.

4.2.1. Deteccidn precoz para evitar de la transmision vertical de las ITS

Son varias las ITS que pueden transmitirse verticalmente de madre a hijo, como el VIH,
la sifilis, C. trachomatis, N. gonorrhoeae, el VHS, el VHB o el HTLV-l. Para evitar la
transmisiéon de estas infecciones seria recomendable un abordaje integral de la
prevencion, pues las intervenciones necesarias tienen varios elementos en comun. Estas
intervenciones deberian incluir el cribado prenatal de las mujeres embarazadas, el
tratamiento temprano, la profilaxis frente a la oftalmia neonatal y el seguimiento de los

recién nacidos, incluyendo la vacunacién frente a la hepatitis B.

Muchos de los esfuerzos para la prevencion de la transmision vertical de las ITS han ido
dirigidos a la prevencién de la sifilis congénita. Los casos de sifilis congénita se utilizan
como indicador de calidad de los servicios de salud; por ejemplo, en Estados Unidos,
mas de la mitad de los casos se debieron a un déficit en el cribado o el tratamiento [130].
En el dltimo informe del CDC alertan sobre el preocupante incremento de la sifilis
congénita, con un incremento del 236% respecto al 2016, cifras que indican que el
cribado no es lo suficientemente generalizado. Desde 2007, la OMS ha puesto en marcha
varias estrategias globales para la eliminacion de la transmisién congénita de la sifilis.
Desde 2012, la cobertura media de cribado prenatal a nivel global esta por encima del
85%; sin embargo, en 2017 sélo el 9% de los paises habian alcanzado el objetivo del 95%
de mujeres embarazadas sometidas a cribado [131]. Por ello, es necesario seguir
realizando esfuerzos para alcanzar los objetivos propuestos en la estrategia global de Ia
OMS para el 2020-2030 [38].

4.2.2. Diagndstico precoz basado en técnicas rapidas

Clasicamente, el abordaje de las ITS ha sido sindrémico. Este se basa en el
reconocimiento de grupos de signos y sintomas y, mediante el empleo de algoritmos
diagnésticos, se establece un tratamiento empirico que cubre los principales patdgenos
implicados. El abordaje sindrémico favorece el tratamiento innecesario de muchos
individuos, impactando directamente en el aumento de la resistencia a los

antimicrobianos [132]. Ademas, esta aproximacién no es eficiente debido al alto

38



INTRODUCCION

porcentaje de infecciones asintomaticas, favoreciendo la persistencia de la infeccién y

las secuelas asociadas.

A pesar de ello, las ITS se siguen tratando de una manera sindrémica a la espera de los
resultados microbioldgicos, pues en la mayoria de los casos éstos no estan disponibles
de manera inmediata. Asi, desde 2001, la OMS establecié varios algoritmos para el
manejo de los casos basados en arboles de decision [133]. En la ultima actualizacién de
junio de 2021, los algoritmos propuestos por la OMS incluyen una rama relacionada con
la disponibilidad de métodos diagndsticos rdpidos o moleculares. Disponer de métodos
rapidos de diagndstico permitiria el paso de un tratamiento clinico a uno etiolégico, de
especial importancia en paises con escasos recursos, pues ayudaria a reducir las altas
tasas de ITS en estos entornos. De hecho, la OMS recomienda la implementacion de
estas técnicas en los lugares de atencidn, especialmente en entornos donde el acceso al

laboratorio sea dificil.

Hoy en dia, se considera que la participacién de los servicios de salud comunitaria es
fundamental para acceder a una parte de la poblacidn a la cual el sistema sanitario tiene
dificultades en llegar. Estas organizaciones estdn comprometidas a realizar un
diagnéstico rapido, sencillo y a pie de paciente facilitando su derivaciéon a centros

especializados para su tratamiento y prevencidn terciaria.

Para el diagndstico del VIH y de las principales hepatitis viricas estan disponibles varias
pruebas rapidas que permiten la deteccidn de anticuerpos especificos en muestras de
sangre, plasma o saliva. En el caso del VIH, también existen ensayos que permiten la
deteccidon simultanea del antigeno p24, mejorando la sensibilidad en fases tempranas
de la infeccidn. Estas técnicas pueden ser utiles en los programas de cribado,
permitiendo un diagndstico y el acceso temprano al tratamiento. Ademas, algunas de
estas pruebas pueden utilizarse en autodiagnéstico, favoreciendo la adherencia a los

programas de cribado.

4.3. Vigilancia epidemioldgica de las ITS

Una ultima accién estratégica necesaria para el control de las ITS consiste en la
implementacion de sistemas de vigilancia de las ITS a tres niveles: 1) Identificacion de
las poblaciones prioritarias y monitorizacién de los casos, 2) epidemiologia molecular y

3) monitorizacion de la resistencia a los antimicrobianos.
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4.3.1. Monitorizacion de los casos

Los sistemas de vigilancia de las ITS deben proporcionar datos que sean representativos
de la poblacidon y deben ser lo suficientemente sensibles para detectar posibles
epidemias emergentes. Estos sistemas son esenciales no sélo para conocer las
tendencias de la enfermedad, sino también para establecer estrategias de control y
prevencion, evaluar su eficacia, identificar poblaciones o zonas geograficas de mayor
riesgo y para el desarrollo de politicas de salud publica. Sin embargo, a nivel global existe
una considerable variabilidad en los sistemas de vigilancia implementados, lo que hace

dificil comparar los datos entre regiones [19].

En Estados Unidos, el CDC se encarga de la recopilacion de los datos de vigilancia
procedentes de los laboratorios de Salud Publica de todos los departamentos de salud
estatales y territoriales [19]. Las ITS de notificacién obligatoria a nivel nacional son la
sifilis (incluyendo la sifilis congénita), la gonorrea, la infeccién por C. trachomatis y el

chanco blando (causado por Haemophilus ducreyi) [134].

En el caso de Europa, en 2001 se establecid la Red de Vigilancia Europea de las
Infecciones de Transmisidn sexual (ESSTI) cuyo principal objetivo era el de desarrollar y
coordinar la vigilancia epidemioldgica y de laboratorio de las ITS en Europa [135]. A
partir de 2009, la coordinacidn de la vigilancia de las ITS en Europa quedd en manos del
ECDC, siendo la sifilis (incluyendo la sifilis congénita), la gonorrea y la infeccion por C.
trachomatis (incluyendo linfogranuloma venéreo) las infecciones bajo vigilancia [136].
Sin embargo, aun existen grandes diferencias entre los paises miembros en cuanto a los
sistemas utilizados para la notificaciéon (activa, pasiva, basada en laboratorio o en datos
clinicos) asi como en las tasas de notificacién [19]. En Espaia, la vigilancia de las ITS se
realiza a través del Sistema de Enfermedades de Declaracién Obligatoria (EDO) vy el
Sistema de Informacién Microbiolégica incluidos en la Red Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (RENAVE) [137,138]. Hasta 2015, sélo la sifilis (incluyendo la sifilis
congénita) y la gonorrea eran EDO, momento a partir del cual se incluyd la infeccidn por

C. trachomatis y el linfogranuloma venéreo [139].

Estas redes de vigilancia bien establecidas contrastan con las de paises en vias de
desarrollo de Africa, América, o sur de Asia, en los que las estimaciones de las ITS
normalmente se obtienen a partir de estudios transversales, a veces como parte de
ensayos de prevencidn del VIH [140-142]. Uno de los objetivos de la OMS es que en
2025 mas del 50% de los paises dispongan de un adecuado sistema de vigilancia de las

ITS, con un objetivo final por encima del 90% en 2030 [38].
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4.3.2. Epidemiologia molecular

Una herramienta esencial en la vigilancia epidemiolégica de las ITS la constituyen los
métodos de tipificacion. Estos proporcionan informacién muy valiosa que puede
utilizarse para el desarrollo de medidas de control de salud publica e intervenciones
preventivas, pues son Utiles para la identificacién de grupos de riesgo, el rastreo de
contactos, control del fracaso de tratamiento y el control de la resistencia a los

antimicrobianos.

Clasicamente, los métodos de tipificacion pueden ser de dos tipos: fenotipicos y
genotipicos. Los métodos fenotipicos se basan en las caracteristicas fenotipicas de los
microorganismos, como el perfil de resistencia a los antimicrobianos, los requerimientos
nutricionales o las propiedades antigénicas. El desarrollo de los métodos moleculares
hizo que los métodos fenotipicos se usaran cada vez menos, ya que estos métodos
proporcionan un mayor poder de discriminacién. En los ultimos afos, las técnicas de
secuenciacion de genomas completos (WGS) se ha posicionado como una herramienta
con un gran potencial en el diagndstico, la vigilancia de las infecciones y deteccion de

resistencias.

En el caso de las ITS, se han descrito métodos de tipificacién para los principales
microorganismos, como N. gonorrhoeae, T. pallidum, C. trachomatis y T. vaginalis. Sin
embargo, el nimero de estudios es muy limitado para ciertos microorganismos vy
actualmente existe una falta de armonizacién de los métodos que permitan la
comparacion a nivel internacional. Ademas, la aplicacion de WGS a la vigilancia de las
ITS sigue siendo muy limitada, especialmente para microorganismos cuyo cultivo es mas

dificil, como en el caso de C. trachomatis o T. pallidum.

La aplicacion de la epidemiologia molecular en ITS es una herramienta imprescindible
para el control de estas infecciones. Por ejemplo, los clones ST1901 Y ST7363 de N.
gonorrhoeae, diseminados globalmente, se han asociado a altos niveles de resistencia a
cefalosporinas [143,144], lo que hace necesario monitorear su propagacion mediante
una tipificacién molecular adecuada. En el caso de C. trachomatis, la tipificacion ha
demostrado utilidad en la diferenciacidn de reinfeccidn y persistencia debido a fracaso
del tratamiento. En un estudio del afio 2015, el 80% de los genotipos detectados en el
seguimiento de los pacientes infectados por C. trachomatis era distinto al genotipo del
diagndstico, poniendo de manifiesto que posiblemente las nuevas detecciones

correspondian a reinfecciones [145].
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4.3.3. Monitorizacion de la resistencia a los antimicrobianos

La monitorizacién de la sensibilidad a los antimicrobianos utilizados para el tratamiento
de las ITS es critico para la deteccién de resistencias emergentes y ajustar las
recomendaciones para el tratamiento, siendo de especial importancia en el caso de N.

gonorrhoeae y M. genitalium.

N. gonorrhoeae ha ido adquiriendo poco a poco resistencia a las principales familias de
antibioticos, como son las penicilinas, los macrdlidos, las tetraciclinas y las
fluorquinolonas [146]. En los ultimos afios, se han descrito cepas resistentes tanto a
ceftriaxona/cefixima como a azitromicina en varios paises, antibioticos de eleccion para
el tratamiento de la infeccién gonocdcica [147-149], incluyendo la resistencia a ambas
familias de forma simultanea [150]. Asi, la OMS incluyd a N. gonorrhoeae resistente a
cefalosporinas y fluorquinolonas entre los patdégenos resistentes con prioridad alta para
la busqueda de nuevos antimicrobianos [151]. Para su vigilancia, la OMS establecié el
programa Gonococcal Antimicrobial Surveillance Programme (GASP), en el que una red
de laboratorios de mas de 60 paises se encarga de monitorizar la resistencia en N.
gonorrhoeae. De forma similar, desde 2009 en Europa la vigilancia se realiza a través del

Programa Euro-GASP, en el que participan 26 paises europeos [152].

La resistencia a azitromicina en M. genitalium esta adquiriendo especial importancia, ya
gue se ha descrito un importante incremento en las tasas de resistencia en los ultimos
afos [153,154], con muchos paises con tasas por encima del 50% [155]. Actualmente no
existen programas globales para el control de la resistencia a los antimicrobianos en M.
genitalium. Sin embargo, si hay paises donde se ha implementado la vigilancia

recientemente, como es el caso de Reino Unido, que la incorpord en 2019 [156].
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS GENERALES

El notable incremento de las principales infecciones de transmisién sexual (ITS)
bacterianas durante los ultimos afios pone de manifiesto la necesidad de implementar
estrategias para su control. Estas estrategias deben abordar el problema desde un punto
de vista integral, englobando la prevencion, el diagndstico rapido con alta sensibilidad y
especificidad, la adecuada administracion del tratamiento antibidtico en todos los
pacientes diagnosticados, asi como la monitorizacién de los casos y la epidemiologia

molecular.

La hipdtesis general de esta Tesis es que el linfogranuloma venéreo (LGV), ITS asociada
a los genotipos L de C. trachomatis, se estd dispersando en la poblacién con pocas
medidas destinadas a mejorar el diagndstico, la monitorizaciéon de los casos o a
comprender la evoluciéon de las variantes, lo que tiene un impacto negativo en la

eliminacidn de la epidemia en nuestro entorno.

Esta Tesis tiene como objetivo principal comprender y mejorar nuestro conocimiento
sobre la dispersidon de los microorganismos de transmisién sexual, tomando como
modelo el LGV. Para ello, se realizard un abordaje desde dos grandes aspectos: mejorar

el conocimiento de la epidemiologia molecular y aumentar el diagndéstico de los casos.

En cuanto a la epidemiologia, se intentara resolver dos problemas principales. Por un
lado, la limitada informacién disponible sobre la epidemiologia del LGV en nuestro
entorno y, por otro, la escasa disponibilidad de herramientas moleculares para resolver
con suficiente precisidn la epidemiologia molecular de los genotipos L de C. trachomatis.
En los dos primeros capitulos se analizara la epidemiologia del LGV durante un periodo
de 10 anos (primer objetivo) y posteriormente, el impacto de la pandemia por SARS-
CoV-2 en la evolucion de la epidemia de LGV (segundo objetivo). Como tercer objetivo,
se planted el desarrollo de un nuevo esquema de tipado molecular que nos permita

resolver con mayor precision las redes sexuales asociadas a la transmision del LGV.

La mejora diagndstica de los casos de LGV es esencial para reducir su propagacion a
través de cadenas de transmision. Tanto la poblacién no diagnosticada
(fundamentalmente asintomatica), como la no correcta deteccion de los genotipos L
(que impacta en una menor duracién del tratamiento, especialmente en poblacién
sintomatica), contribuye al mantenimiento de la epidemia. Para ello, como cuarto
objetivo se propuso el desarrollo de una nueva PCR para la deteccidén de los genotipos

L que nos permitiera aumentar la sensibilidad.
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CAPITULO I. Antecedentes

ANTECEDENTES

1. Infecciones causadas C. trachomatis

Los miembros del orden Chlamydiales son patégenos intracelulares obligados que
dependen de células huésped eucariotas para completar su ciclo biolégico [157], y cuya
evolucidn ha sido en base al tropismo especifico por estas células. C. trachomatis infecta
exclusivamente a los humanos [158], causando la ITS bacteriana mas frecuente a nivel
global [17]. En base al tropismo de las diferentes variantes, se identifican tres patologias

causadas por C. trachomatis:

- Tracoma: representa la principal causa de ceguera por causa infecciosa en el
mundo, considerandose endémica en Africa y Oriente Medio. Se asocia a los
serovares A, B y C de C. trachomatis, que infectan las células epiteliales
conjuntivales. El tracoma esta relacionado con inadecuadas condiciones
higiénico-sanitarias, que favorecen las infecciones de repeticion. Cada nueva
infeccién causa un engrosamiento inflamatorio de la conjuntiva en la que tejido
fibroso va sustituyendo a la conjuntiva y, poco a poco, a una opacificacién de la

cornea y a una ceguera irreversible [159].

- Infeccidon urogenital no invasiva: causada por los serovares D-K de C.
trachomatis, que infectan las células epiteliales del tracto genital. Los principales
cuadros clinicos son cervicitis en mujeres y uretritis en hombres. Estos genotipos
también pueden causar infeccion ocular, especialmente en neonatos o adultos

gue han estado en contacto con secreciones genitales.

- Linfogranuloma venéreo (LGV) o infeccién urogenital invasiva: causada por los
genotipos L1, L2 y L3 de C. trachomatis. Estos son capaces de invadir no sélo a
las células epiteliales del tracto urogenital, sino también los macroéfagos,

propagandose sistémicamente a través de los ganglios linfaticos [160].

Mientras que el tracoma se transmite fundamentalmente a través del contacto con
secreciones oculares bien persona-persona o a través de fomites [159], la infeccién

urogenital no invasiva y el LGV son consideradas ITS.

1.1. Diversidad de C. trachomatis: aclaracion de la nomenclatura

En 1998, se publicé el primer genoma de C. trachomatis, perteneciente al genotipo D
[161]. El genoma de C. trachomatis es pequefio, de aproximadamente 1 Mb,
constituyendo, junto a los micoplasmas, las especies bacterianas con los genomas mas

pequeiios. Ademas, C. trachomatis posee un plasmido criptico de 7,5 Kb que ha
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coevolucionado con el cromosoma [162]. Tradicionalmente, se ha considerado que la
tasa de recombinacion en C. trachomatis es baja debido a su ciclo biolégico y a sus
escasas oportunidades de intercambio genético; sin embargo, la secuenciacion de
genomas completos ha revelado que su genoma es resultado de multiples eventos de
recombinacidén, revelando una alta capacidad para generar nuevas variantes [163]. Esta
capacidad tiene su maximo exponente en la seleccidén y dispersiéon de la variante
hipervirulenta resultado de una recombinacion extensa de los genotipos L2 y D [164], la
cual se ha ido dispersando por varios paises [165,166]. No obstante, hay que tener en
cuenta que la variabilidad por mutacién es hasta 70 veces mds frecuente que la
recombinaciéon, y que, por tanto, también contribuye significativamente a la

diversificacion [163].

Histéricamente, se han aplicado una gran variedad de términos para dirigirse a un
determinado tipo de clamidia, como variante, biovar, serovar, genotipo, o serotipo,
entre otras. Esto se debe fundamentalmente a los sucesivos métodos que han ido
surgiendo para el tipado de C. trachomatis (Capitulo Ill). Los métodos de tipado de C.
trachomatis se han basado fundamentalmente en la caracterizacion del gen ompA, que
codifica para la proteina principal de membrana externa (MOMP), zona que ha

demostrado ser altamente recombinogénica [167,168].

La gran diversidad observada en C. trachomatis y los multiples métodos de tipado ha
dado lugar a una gran confusién en la nomenclatura usada. Asi, el Subcomité de
Taxonomia de Chlamydiae establece la utilizacion de genotipo y genovariantes
derivadas de éstos cuando la identificacidn se realiza por técnicas moleculares basados
en pocos genes; y los términos genomotipo y genomovariante cuando se realiza
mediante secuenciacién de genomas completos. Los términos serovar y serotipos se
reservan cuando la asignacidn se realiza por técnicas seroldgicas, mientras que el uso de

biovares ha quedado eliminado [169].

2. Linfogranuloma venéreo

El linfogranuloma venéreo (LGV) es la ITS causada por los genotipos L (L1-L3) de C.

trachomatis, que, a diferencia del resto de genotipos, tienen una naturaleza invasiva.

2.1. Presentacion clinica

El periodo de incubacion del LGV varia entre 3 y 15 dias [170]. El curso clinico de la
enfermedad puede dividirse en tres etapas principales. La primera etapa se caracteriza

por la aparicidn de una lesiéon en el lugar de la inoculacion, de tamafio variable (1-5 mm)
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e indolora, que suele desaparecer de forma espontdnea; esta etapa suele pasar
desapercibida. Entre 2 y 6 semanas después de la apariciéon de la lesion primaria, se
produce la invasiéon de los ganglios linfaticos proximos. Clasicamente, esta etapa se
manifiesta como una linfadenopatia grave de los ganglios inguinales o femorales
conocidos como bubones, normalmente unilaterales y muy dolorosos, si bien esta fase
también puede cursar de una manera asintomatica. Aunque la mayoria de los pacientes
suelen recuperarse sin secuelas, en algunos casos, y sobre todo en ausencia de
tratamiento, pueden aparecer complicaciones mas graves. La linfadenitis cronica puede
dar lugar a fibrosis, pudiendo causar la obstruccion linfatica (estenosis) del trato genital

y elefantiasis [171].

2.2. Antecedentes historicos y epidemiolégicos

En 1833, Wallace describe por primera vez la enfermedad como “bubdn tropical”,
pensando inicialmente que la infeccion era de origen climdtico [172], y no siendo hasta
casi un siglo después, en 1912, cuando Rost establecid el origen venéreo de esta
enfermedad [173]. En 1913, Nicolas y Favre describen por primera vez el LGV como una
condicidon clinica diferente, clasificandola como una nueva entidad a la que
denominaron “linfogranulomatosis” [174]. En 1922, Phylactos establecié que un unico
agente infeccioso podia causar las diferentes etapas y manifestaciones clinicas del LGV:
ulcera genital, proctitis y formacién de bubones [175]. El descubrimiento del agente

etioldgico fue finalmente atribuido en 1927 a Gay-Prieto [176].

En 1925, Frei desarrollé una prueba cutanea para el diagnéstico de LGV. El cultivo del
agente etioldgico se consiguié en 1935, facilitando el desarrollo de un antigeno
estandarizado para las pruebas cutaneas y el diagndstico serolégico [177]. Sin embargo,
hasta la llegada de las técnicas moleculares, el diagndstico de LGV se basé

fundamentalmente en la presencia de unas manifestaciones clinicas determinadas.

Durante el siglo XX y principios del XX| el LGV casi estaba restringido a regiones tropicales
y subtropicales [178]. Sin embargo, en las zonas endémicas de Africa, Asia, América
Central y del Sur, la verdadera prevalencia del LGV no era bien conocida, y en los pocos
estudios disponibles, las prevalencias variaban entre el 4% y el 18% [179,180]. La
mayoria de los casos descritos fuera de estas areas eran considerados casos importados
asociados a los movimientos migratorios [181], notificandose en su mayoria como casos
esporadicos [182]. Durante la década de los 80 se describieron varias series de casos en
paises industrializados. Una de las mayores series es la publicada en Paris, con un
acumulo de 27 casos durante un periodo de 6 afios [183]. En esta serie la mayoria de los

pacientes procedian de un pais distinto a Francia, la mayoria cursaron con adenopatias
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y solo dos pacientes cursaron con proctitis. Durante los afios 1982-1983 en Estados
Unidos se detectd un brote en HSH, todos ellos causados por la misma variante, L1 [184].
En 1987, se comunicaron en Sicilia un total de 6 casos de LGV [185]. En 1988 se
identificaron varios casos en Florida asociados a la prostituciéon [186]. Sin embargo,

ninguna de estas entradas esporadicas generd cadenas de transmisién en la poblacién.

2.3. Epidemia actual de linfogranuloma venéreo
2.3.1. Elinicio de la epidemia: brote en los Paises Bajos

En febrero de 2003 se describef en Rotterdam, Paises Bajos, un caso de LGV en un vardn
que habfa mantenido relaciones sexuales con otro varén en Amsterdam [187], lo que
podria indicar una cadena de transmisidn no detectada. A finales de ese mismo afio, las
autoridades sanitarias de Rotterdam comunicaron un acimulo de 15 casos de proctitis
en HSH [188]. Como consecuencia de esa alerta, se realizaron esfuerzos para aumentar
la concienciacidn entre los profesionales sanitarios, diagnosticdndose 17 casos mas de
forma retrospectiva. En septiembre de 2004, ya eran 92 los casos confirmados en la
ciudad [189].

Todos los casos diagnosticados en Rotterdam eran HSH con edades comprendidas entre
26 y 48 afios. La mayoria era pacientes VIH-positivos y presentaban otras ITS de manera
concomitante. En las encuestas epidemiolégicas realizadas a los casos, todos ellos
notificaron contactos sexuales sin proteccion, muchos anénimos o con individuos

procedentes de otras nacionalidades, lo que dificultaba el rastreo de los contactos [190].

Desde junio de 2003, la ESSTI permitié a los epidemidlogos y microbidlogos compartir
informacién y lanzar alertas sobre ITS emergentes o brotes de ITS a través de ESSTI-
ALERT [135]. Esta plataforma se utilizé en enero de 2004 para difundir informacién y
medidas de control para el LGV como consecuencia de los nuevos casos detectados.
Poco después de la descripcién de los primeros casos en Paises Bajos, fueron varios los
paises que empezaron a notificar casos y pequefos brotes en pacientes HSH, tanto en

Europa, como en Estados Unidos y Australia.

2.3.2. La propagacion de la epidemia en Europa

El LGV no era una enfermedad de declaracion obligatoria en muchos paises europeos;
sin embargo, y como consecuencia de la alerta emitida a través de ESSTI, varios paises
implementaron medidas adicionales. En enero de 2004, Paises Bajos establecié una
vigilancia reforzada. Ese mismo afio, Alemania (en mayo) y Reino Unido (en octubre)

establecieron una vigilancia centinela de LGV. En Suecia, la comunicacion de los casos
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se inicié también en 2004 a través del sistema obligatorio de notificacién del laboratorio
de Chlamydia. En Francia, la vigilancia centinela se introdujo en enero de 2005 [191]. Sin
embargo, otros estados miembros de la Unidn Europea (UE) no modificaron sus
sistemas nacionales de notificacion de ITS y los casos de LGV se comunicaron mediante

observaciones clinicas o de laboratorio rutinarias.

Como consecuencia de esta rapida accidn en varios paises europeos, en marzo de 2005
eran mas de 350 los casos notificados en un total de 8 paises [192], siendo Paises Bajos,
Francia y Reino Unido los paises con mayor niumero de casos comunicados [193-195].
En los afos sucesivos siguieron detectandose casos de LGV; sin embargo, y sobre todo
gracias a los paises que tenian implementada una adecuada vigilancia de la infeccién,
como Reino Unido, se observd una aparente estabilidad desde 2006 (Figura 18), que

incluso llevé a algunos a autores a pensar que el brote podria desaparecer [196].

Numero de casos
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Figura 18. NUmero de casos notificados por Reino Unido en el periodo 2004-2006. Tras el brote
inicial, se observa una estabilizacidn de los casos en 2006 [193].

Atendiendo a las fechas de comunicacién de los casos, se observé una dispersion radial
de los casos de LGV desde Paises Bajos al resto de paises europeos (Figura 19). En primer
lugar, se observé una dispersion inicial a Bélgica, Francia y Reino Unido, vy
posteriormente de éstos a Irlanda, Espana e Italia. Poco a poco mas paises se sumaron
a la deteccién de casos de LGV: Dinamarca en 2007 [191], Italia [197], Portugal [198] y
Austria [199] en 2008, Noruega [200] e Irlanda [201] en 2010, Republica Checa [202] en
2011, y Croacia [203] y Finlandia [204] en 2012.
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Figura 19. Dispersion radial de los casos de LGV desde Paises Bajos hacia el resto de los paises
europeos durante el periodo 2003-2012. Adaptado de Rodriguez-Dominguez, 2015.

Desde 2010, el nUmero de casos de LGV notificados en Europa fue aumentando afio tras
afio, desde 728 casos en 2010 a 3.112 casos en 2019 [58], lo que supone un incremento
del 327,5% (Figura 20). En el Informe Epidemiolégico Anual del ECDC de 2019, se observa
un incremento del 30% en el numero de casos respecto al afio 2018, observandose los
mayores incrementos en Eslovenia (131%), Bélgica (67%), Paises Bajos (50%) y Reino
Unido (49%) [58]. Hasta 2016, fueron notificados 10.105 casos en 15 paises; sin
embargo, el 89% fueron notificados Unicamente por tres: Paises Bajos, Francia y Reino
Unido [205].
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Figura 20. Evolucion temporal de los casos de LGV en el periodo 2010-2019 en los paises con mayor
numero de casos acumulados. Obtenido de ECDC, 2022 [58].
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Desde 2013, las guias europeas recomiendan el cribado sistemdatico de LGV en HSH que
hayan tenido practicas sexuales de riesgo en los 6 meses previos [206]. Desde 2015, el
ECDC aconsejé el cribado sistematico en pacientes con VIH al menos una vez al afio, o

mas frecuentemente, si presentan una infeccién por C. trachomatis [207].

En 2017, Espafia se sumoé a la notificacién de los casos de LGV [208], aportando datos de
los dos afios previos. A partir de ese momento, Espaia pasoé a ser, junto con Francia,
Paises Bajos y Reino Unido, uno de los paises que mds casos de LGV notifica. Esto pone
de manifiesto que el nimero de casos de LGV en Espafia posiblemente esté
infraestimado. Esta sospecha es extensible a otros paises europeos ya que muy pocos
paises cuentan con un sistema de notificacién bien implementado. Asimismo, las
técnicas moleculares necesarias para la correcta deteccidn de los genotipos L no esta
ampliamente extendida por todo el continente. Pese a las recomendaciones europeas,
en el afio 2013, sélo 14 laboratorios de 11 paises realizaban el diagndstico molecular de
la infeccidén por los genotipos L [209], lo que dificulta conocer la magnitud exacta de la

epidemia.

2.3.3. La propagacion de la epidemia fuera de Europa

En Estados Unidos, tras el inicio del brote en 2003, se han publicado varias series de
casos. En Florida, se detectd un caso en 2009, sumandose 7 mas en 2010 [210]. En
Michigan, desde agosto de 2015 a abril de 2016 se diagnosticaron 21 casos [211]. En la
ciudad de Nueva York, donde el LGV es una EDO [212], se observé un aumento tanto en
el numero de casos como en el porcentaje de casos de LGV respecto al nimero de

muestras positivas para C. trachomatis en el periodo 2008-2015 [213] (Figura 21).
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Figura 21. Evolucién temporal de los casos de LGV diagnosticados en Estados Unidos (2008-2015)
[213].
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Sin embargo, en Estados Unidos no esta establecida una vigilancia sistematizada de los
casos de LGV, y la mayoria de los informes disponibles tienden a centrarse en casos
esporadicos o brotes, por lo que existen pocos datos sobre la epidemiologia real. En un
estudio retrospectivo llevado a cabo en 8 laboratorios de Salud Publica del pais, se
realizo la deteccidn de genotipos L en todas las muestras rectales remanentes recogidas
entre 2015 y 2018, encontrandose una proporcién de casos asociados a estos genotipos
del 14%. A pesar de que se encontraron diferencias entre las distintas areas geograficas,
con prevalencias entre el 0% y el 21%, estos datos ponen de manifiesto la circulacion de
LGV en Estados Unidos [214].

En Canad3, los primeros casos se diagnosticaron en 2004, detectandose un total de 13
casos desde enero de 2004 a marzo de 2005, todos ellos correspondientes a la
genovariante responsable del brote en Europa, L2b [215]. Una serie posterior de 2003 a
2012, ponia de manifiesto que la infeccién causada por los genotipos L estaba
convirtiéndose en endémica en la poblaciéon HSH [216]. Desde 2005, la Agencia de Salud
Publica de Canada inicié una vigilancia reforzada del LGV, recogiéndose de forma
sistematica todos los datos clinicos y epidemioldgicos de los pacientes. Los datos mas
recientes disponibles indican una reemergencia del LGV en Canada desde 2013 (Figura
22).
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Figura 22. Evolucién de la tasa ajustada por cada 100.000 habitantes y afio de los diagnésticos de
LGV en Canada. Obtenido de Boutin y cols., 2018 [217].
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En Australia, los primeros casos de LGV tras la descripcion del brote en Paises Bajos se
notificaron en 2005 y en 2006 [218,219], sumandose 4 casos mas ese mismo afio [220].
En una de las series mas largas llevadas a cabo en Australia se notificaron 208 casos de
LGV durante un periodo de 10 afios (2006-2015), poniendo de manifiesto el aumento
de la infeccidn rectal por C. trachomatis a lo largo de los afios, con una proporcién de
casos de LGV que alcanzé hasta el 8% durante 2009 (Figura 23A). Los datos mas recientes
disponibles, gracias al informe de la “Estrategia frente a las infecciones de transmisidn
sexual de Nueva Gales del Sur”, ponen de manifiesto un descenso en el nUmero de casos
desde 2018 (Figura 23B). Sin embargo, estos datos hay que tomarlos con precaucion

porque de nuevo la notificacion de los casos es muy irregular entre regiones.

A B

Nimero de notificaciones

Figura 23. Numero de casos de LGV en Nueva Gales del Sur (Australia). A) Periodo 2006-2015. B)
Periodo 2017-2021.[222].

2.3.4. Linfogranuloma venéreo en Espaiia

El primer caso de LGV comunicado en Espafia fue diagnosticado en septiembre de 2004
en Barcelona [223]. Se trataba de un paciente HSH, cuya pareja habia sido diagnosticada
de LGV en Amsterdam. Tres meses después, en diciembre, un segundo caso de LGV fue
diagnosticado en la misma ciudad [224]. Sin embargo, no es hasta 2007 cuando se
detectan nuevos casos en Espafia, de nuevo en Barcelona, detectdndose 21 casos en un
periodo de 8 meses (septiembre-2007 a abril-2008) [225]. Desde 2007 el LGV fue
incluido como EDO en Catalufia [226], por lo que los casos detectados debian ser
notificados a la Direccién General de Salud Publica de Cataluiia. Asi, desde 2007 hasta
2011, fueron notificados un total de 146 casos, de los cuales 72 (49%) fueron

diagnosticados y notificados en 2011 [227] (Figura 24).
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Figura 24. Casos de LGV diagnosticados en Espafia. A) Barcelona, periodo 2007-2011 [227]. B)
Madrid, periodo 2009-2011 [228].

En Madrid, el primer caso de LGV fue detectado en 2009 [229]; posteriormente, se
publicé una serie de 102 casos en el periodo 2000-2011 [228] (Figura 24B). De modo
similar a lo observado en Catalufia, se observé un mayor acumulo de casos en el Gltimo
afio de seguimiento, 2011. En los afios sucesivos, el nimero de casos en Cataluiia siguié
en aumento, detectandose 77, 67, 147 y 132 casos en 2012, 2013, 2014 y 2015,
respectivamente [230]; en Madrid se sumé una nueva serie de 26 casos en 2014 [231].
Sin embargo, en el resto de las Comunidades Autéonomas, la notificacion de casos ha
sido mucho mas esporadica. En Bilbao, se describieron dos casos en una pareja en 2008
[232], detectdndose un caso mas un afio después [233]. En Asturias, se describieron dos
casos de LGV en 2011 [234]. Durante el periodo 2013-2015, se describieron un total de
13 casos en Andalucia [235], sumando 13 casos mas en el periodo 2016-2019 [236].

Aunque en Catalufia el LGV es EDO desde 2007, no es hasta 2015 cuando se establece
el LGV como EDO para el resto de Espaia. La notificacion es individualizada y deben
recogerse determinadas variables clinicas y epidemioldgicas que quedaron establecidas
en los protocolos de la Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, aprobados en 2013
por el Consejo Interterritorial del Sistema Nacional de Salud [139,237]. Desde su
inclusién como EDO, el numero de casos notificados ha ido en aumento, desde 249 casos
en 2016 a 417 casos en 2019, lo que supone un incremento del 67,5% [58]. Gracias a la
incorporacion de LGV como EDO, Espaia es junto a Paises Bajos, Francia y Reino Unido,
responsable de la notificacion de mas del 80% de los casos de LGV en Europa. Sin
embargo, pese a esos buenos datos, como ocurre en otros paises de Europa, las
herramientas diagndsticas necesarias para la deteccién de los genotipos L no estan
implementadas en todos los laboratorios del territorio nacional, por lo que

posiblemente el nimero de casos real sea mucho mayor al que se notifica [238].
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2.3.5. Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de la epidemia de LGV

El brote de LGV en Europa fue acompafiado de un cambio en la presentacion clinica de
los casos, de modo que las manifestaciones tipicas del LGV, como son las adenopatias o
bubones, solamente fueron observadas en una pequeiia parte de los pacientes, siendo
la proctitis la manifestacion clinica mas frecuente [188]. En esta nueva presentacion de
la enfermedad los sintomas mdas comunes son dolor, tenesmo, secrecion mucopurulenta
y sangrado; ademds, en algunas ocasiones puede ir acompanado de ulceraciones o
polipos rectales, lo que puede llevar a confundirla con otras patologias intestinales como
enfermedad inflamatoria intestinal o carcinoma rectal [239], con el consiguiente retraso

en el diagnéstico.

Desde inicio del brote, los casos estaban practicamente restringidos a HSH [240] v,
aunque se han descrito casos en mujeres y poblacion no HSH [241], éstos son
esporadicos, por lo que la epidemia sigue restringida a esta poblacidn. De hecho, en el
Informe Epidemiolégico Anual del ECDC de 2019, el 99,1% de los casos estaban
vinculados a HSH [58]. Por otro lado, se han detectado genotipos L en muestras de
localizacion extrarrrectal como exudados endocervicales/vaginales [242], exudados
uretrales [243] o muestras faringeas [244]. No obstante, las infecciones urogenitales y
faringeas son una minoria en los datos de vigilancia, lo que puede deberse a la falta de
muestreo, asi como a un mayor porcentaje de casos asintomaticos asociados a estas

localizaciones [245].

Los casos de LGV detectados en el comienzo del brote estaban altamente asociados a la
infeccion por VIH. En un metaanalisis realizado en 2011, varios afios después del inicio
de la epidemia, se observd que la prevalencia de la infeccidn por VIH en los casos de LGV
oscilaba entre el 67% y el 100% de los casos [246]; ademas, en muchas ocasiones, sin
recibir tratamiento antirretroviral y altas cargas virales, lo que podria contribuir a la
cotransmision de VIH y LGV. Sin embargo, series posteriores han observado que el
porcentaje de poblacidon no VIH entre los pacientes diagnosticados de infeccion por LGV
es cada vez mayor (Figura 25), lo cual puede ser consecuencia de la disponibilidad de
intervenciones médicas contra la transmision del VIH [247], como la mejora en las
herramientas diagndsticas que permite un tratamiento antirretroviral temprano o la

disponibilidad de la PrEP, entre otras.
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Figura 25. Casos de LGV en pacientes VIH positivos y negativos, y proporcién de pacientes VIH
negativos entre la totalidad de los casos de LGV diagnosticados en poblacion HSH. Paises Bajos,
periodo 2011-2017 [248].

2.3.6. Epidemiologia del LGV basada en ompA

Los primeros estudios moleculares realizados al inicio de la epidemia revelaron que la
genovariante responsable del brote era L2b, caracterizada por un cambio de serina por
aspartico en la posicién 162 de la proteina codificada por el gen ompA (Figura 26).
Estudios retrospectivos realizados a posteriori revelaron que L2b ya estaba circulando

en Amsterdam en el afio 2000, asi como en los afios 80 en San Francisco [249].

cs-1 Cs-2 Cs-3 Cs+4 CS-5

| [ | [ | [
—I VSt |—f vs2|—vs2f— vs4 l— Gen ompA

/‘\

GATAATGAAAATCAAAGCACGGTCAAAAAGGATGCT - - -GTACCAAATATGAGCTTTGATCAATCT L1

GATAATGAGAACCATGCTACAGTTTCAGATAGTAAGCTTGTACCAAATATGAGCTTTGATCAATCT L2
GATAATGAGAACCATACTACAGTTTCAGATAGTAAGCTTGTACCAAATATGAGCTTAGATCAATCT L2a

GATAATGAGAACCATACTACAGTTTCAGATAGTAAGCTTGTACCAAATATGATCTTAGATCAATCT L2'

ACAAAAACACAATCTACTAACTTTAATACAGCGAAGCTTGTTCCTAACACTGCTTTGGATCAAGCT L3
Our patients :

L2a
L2 L2

GATAGTGAGAACCATGCTACAGTTTCAGATAGTAAGCTTGTACCAAATATGAGCTTAGATCAATCT L2b

AGT = Serine: L2b GCT = Alanine : L2b, L2 TTA = Leucine: L2b, L2' L2a
AAA = Lysine: LJ AGC = Serine: L1 TTT = Phenylalanine: L2
AAT = Asp: L2L2' L2a L1 ACT = Threonine: L2a L2' L3 TTG = Leucine: L1L3

|aa:162| |aa:166

Figura 26. Representacidn esquematica del gen ompA de C. trachomatis. En detalle, se muestra el
segmento variable Il (VS-11) donde se muestran las diferencias nucleotidicas de las genovariantes L2a,
L2, L2 y la nueva genovariante L2b [250].
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Durante los primeros afios de la epidemia, los casos de LGV detectados en Europa, asi
como en Norteamérica y Australia, estuvieron asociados fundamentalmente a la
genovariante causante del brote, L2b. Sin embargo, en Madrid se comunicé por primera
vez la cocirculacidn de dos genovariantes en base a la secuencia de ompA, L2by L2 [228].
Posteriormente, varios paises europeos observaron una asociacion entre la
diseminacion del LGV junto a la circulacion de otras genovariantes distintas a la variante
L2b [251]. En un estudio realizado en Francia durante el periodo 2010-2015, detectaron
6 genovariantes diferentes causando la epidemia de LGV [252]. En un estudio mas
reciente en ltalia, se detectaron 7 genovariantes diferentes [253]. En 2021, en uno de
los estudios mdas completos acerca de la epidemiologia molecular del LGV en el que
participaron 7 paises europeos y Australia, se detectaron un total de 16 genovariantes
[166].

En los ultimos afios, se ha detectado la presencia de genotipos diferentes, como L1. En
Reino Unido en 2021 se detectaron 3 casos de genotipos L1 [254]; en el estudio
multicéntrico europeo de ese mismo afio, fueron 4 los genotipos L1 detectados [166],
no detectandose en ninguno de los dos estudios genotipos L3. Estos datos sugieren la
posibilidad de nuevas introducciones, lo que podria dar lugar a nuevos brotes

epidémicos que se sumarian al escenario actual.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Segun los ultimos informes epidemioldgicos internacionales, en los Ultimos afios se esta
produciendo un aumento progresivo en el nimero de casos asociados a los genotipos L.
Sin embargo, la falta de sistemas de notificacion bien implementados y la escasa
disponibilidad de las herramientas moleculares necesarias para la deteccién de los
casos, podrian indicar que el LGV estd infradiagnosticado. Esto conlleva que la
epidemiologia en nuestro entorno no sea bien conocida, lo cual es esencial para
comprender la dispersién de la infeccidon en poblaciones con alto grado de exposicidn,
identificar cadenas de transmisidén en esas poblaciones y la posible diseminacidn a otras

poblaciones vulnerables con un menor grado de exposicion.

Los objetivos de este capitulo fueron los siguientes:

1. Analizar la evoluciéon temporal de los casos de LGV en Madrid en diferentes
contextos epidemiolégicos, incluyendo clinicas especializadas en ITS y hospitales
generales.

2. Caracterizar las genovariantes de LGV mediante secuenciacién de los genes

pmpHy ompA.

3. Evaluarla seleccién y propagacidon de nuevas genovariantes de LGV a lo largo del

periodo de estudio desde un contexto epidemiolégico y social.

4. Analizar las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los pacientes con

infeccidn por genotipos L.
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MATERIAL Y METODOS

1. Centros participantes y periodo de estudio

En el estudio realizado en este capitulo participaron cuatro centros diferentes: dos
centros especializados en el diagndstico y tratamiento de las ITS (Centro Sanitario
Sandoval y el Centro Montesa), y dos hospitales publicos (Hospital Universitario Ramdn
y Cajal y Hospital Central de la Defensa Gémez Ulla), todos ellos localizados en la
Comunidad de Madrid (CAM).

El Centro Sanitario (CS) Sandoval es un centro de referencia en la CAM en el diagndstico
de las ITS, integrado desde 2018 en la estructura asistencial del Hospital Clinico San
Carlos. Este centro atiende anualmente a mas de 25.000 pacientes de forma anénimay
gratuita, donde se realizan mas de 50.000 determinaciones microbioldgicas cada afio
encaminadas al diagndstico y seguimiento de las ITS, tanto de origen bacteriano como
de origen viral. Ademas, desde enero de 2020 este centro fue autorizado para la
prescripcién de la PrEP para la prevencion de la infeccion por VIH en personas con alto
riesgo de exposicion al virus, siendo el Unico centro en Madrid autorizado para ello hasta
enero de 2022, momento en el cual la autorizacién se extendié a varios hospitales de la
Comunidad. Las poblaciones atendidas en este centro son fundamentalmente HSH vy

otras poblaciones vulnerables, como hombres y mujeres que ejercen la prostitucion.

El Centro Montesa forma parte del Programa de Prevencion de SIDA/ITS del
Ayuntamiento de Madrid. La consulta de ITS del centro realiza mas de 10.000 consultas
anuales, atendiendo mayoritariamente a poblacién heterosexual, con practicamente la
misma proporcion de hombres y mujeres. La poblacion atendida engloba grupos
vulnerables, incluyendo poblacién HSH, aunque en menor proporcién que en el CS
Sandoval. Cada afio en este centro se procesan mas de 30.000 muestras para el

diagndstico de las principales ITS.

El Hospital Universitario Ramén y Cajal es un hospital terciario de gestién publica e
integrado en el Servicio Madrilefio de Salud (SERMAS). Cuenta con mas de 900 camas y
es centro de referencia para mas de 650.000 habitantes del area 4 de la CAM. El hospital
cuenta con una unidad especifica dedicada al diagndstico y tratamiento de las ITS, asi
como una unidad para el seguimiento de los pacientes con diagnéstico de VIH. El
Hospital Central de la Defensa Gomez Ulla es un hospital de gestion publica dependiente
del Ministerio de Defensa que desde 2007 mantiene un acuerdo con el SERMAS, por el

cual presta atencidon sanitaria a poblacién civil y se establece como hospital
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universitario. Cuenta con unas 500 camas y es centro de referencia para 100.000

habitantes en los distritos de Carabanchel y Latina.

En el CS Sandoval, el periodo de estudio tuvo una duracién de 10 aios, desde 2010 hasta
2019. Para el resto de los centros el periodo de estudio fue de 3 afios, desde 2017 a
2019.

2. Muestras incluidas en el estudio y deteccion de C. trachomatis

En todos los centros la toma de muestras para la busqueda de C. trachomatis se realizé
en base a la sintomatologia y/o las practicas de riesgo del paciente independientemente
de la presencia de signos o sintomas. Las muestras recogidas correspondieron a orinas,
exudados uretrales, exudados cervicales/vaginales, exudados rectales y exudados

faringeos.

El diagnéstico inicial de la infeccion por C. trachomatis se realizé en cada uno de los
centros mediante diferentes técnicas comerciales. El CS Sandoval y el Hospital Central
de la Defensa Gomez Ulla emplearon el sistema m2000 Abbott RealTime CT/NG assay
(Abbott Molecular Diagnostics, Des Plaines, IL, USA); el Hospital Universitario Ramon y
Cajal utilizé la técnica Allplex™ STI Essential assay (Seegene®, Seoul, South Korea) y el
Centro Montesa empled el sistema Cobas® CT/NG (Roche Molecular Systems, Inc.,
Pleasanton, CA, USA).

El sistema Abbott RealTime CT/NG es una PCR a tiempo real (qPCR) que permite la
deteccion cualitativa y simultanea de C. trachomatis y N. gonorrhoeae. Las regiones
diana consisten en dos fragmentos diferentes del plasmido criptico para C. trachomatis
y una region del gen opa para N. gonorrhoeae, para lo cual emplea tres parejas de
cebadores y tres sondas. La extraccién del material genético se realizé en el m2000sp,

sistema automatizado basado en la utilizacién de particulas magnéticas.

La técnica Allplex™ STI Essential assay consiste en una gPCR que permite la deteccidn
cualitativa y simultdnea de siete patdégenos causantes de ITS: C. trachomatis, N.
gonorrhoeae, M. genitalium, Mycoplasma hominis, T. vaginalis, Ureaplasma parvum y
Ureaplasma urealyticum. Este sistema emplea una tecnologia denominada MuDT™
(Multiple Detection Temperature), propiedad de Seegene®, que permite la deteccién de
multiples dianas en un Unico canal de fluorescencia [255]. La extraccion del material
genético se llevd a cabo mediante el sistema automatizado Microlab NIMBUS™

(Hamilton, Bonaduz, Suiza) utilizando el kit STARMag™ Universal Cartridge (Seegene®,
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Seoul, South Korea). Esta extraccion utiliza proteinasa K para la lisis celular seguido del

empleo de particulas magnéticas.

La técnica Roche Cobas® CT/NG consiste en la extraccion y amplificacion en el mismo
sistema (en este caso utilizando el sistema cobas 4800), que permite la deteccidn
cualitativa y simultanea de C. trachomatis y N. gonorrhoeae. Las regiones diana para C.
trachomatis son dos, una situada en el cromosoma y otra en el pldsmido criptico. Para
N. gonorrhoeae, se utilizan dos parejas de cebadores dirigidos a la regidn de repeticion

directa y altamente conservada DR-9.

3. Deteccidn de los genotipos L asociados a linfogranuloma venéreo

Todas las muestras positivas para C. trachomatis fueron enviadas en las condiciones
adecuadas de refrigeracion al laboratorio de Microbiologia del Hospital Universitario
Ramodn y Cajal, donde se realizé una nueva extraccién del material genético. Para ello,
se utilizod la plataforma NucliSENS® EasyMag® (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France),
sistema automatizado basado en la utilizacién de particulas magnéticas, empleandose

un volumen de partida de 300 pL y un volumen final de elucién de 50 pL.

La deteccidn de los genotipos L se realizé mediante una qPCR basada en la delecién de
36 pares de bases (pb) del gen pmpH presente Unicamente en los genotipos asociados
a LGV [256]. Ademas, la presencia de C. trachomatis se confirmé en todas las muestras
mediante una gPCR dirigida a una regidn conservada del gen ompA presente en todos
los genotipos de C. trachomatis. Los cebadores y las sondas utilizadas para este ensayo

se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Cebadores y sondas utilizados para la confirmacidn de la presencia de C. trachomatis y la
deteccion de los genotipos L.

. e o Tamaiio ]
Cebador/sonda Secuencia (5°-3) . Gen diana
amplicén
LGV-F CTGTGCCAACCTCATCATCAA
LGV-R AGACCCTTTCCGAGCATCACT 69 pb pmpH
LGV-sonda FAM-CCGCCTGCTCCAACAGTTAGTGATG-BHQ1
CT-F GGT TTC GGC GGA GAT CCT
CT-R1 AGT AACCAACACGCATGCTGAT
61 pb ompA
CT-R2 AGT AACCCATACGCATGCTGAT
CT-sonda FAM-CTT GCA CCA CTT GGT GTG ACG C-BHQ1
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Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pl
conteniendo 12,5 pl de 2x Tagman Fast PCR Master Mix (Applied Biosystems), una
concentracion final de 150 nM para los cebadores y 100 nM para las sondas, y 5 pl del
ADN previamente extraido. Para las gPCR se emplearon termocicladores 7500 Fast Real
Time (Applied Biosystems), con las siguientes condiciones: 1 ciclo de activacién de la
polimerasa a 942C durante 1 min, seguido de 40 ciclos a 942C durante 30 segundos para
la desnaturalizacion de las hebras de ADN y 602C durante 30 segundos para la
hibridacién de los cebadores y sondas y posterior elongacidn. La adquisicién de la seial

de fluorescencia se realizé durante el paso de hibridacién y elongacion a 602C.

4. Amplificacidn y secuenciacion de los genes pmpH y ompA

Una vez detectados los genotipos L, se llevé a cabo la amplificacion y secuenciacion de
los genes pmpH y ompA. Para el gen pmpH se realizé la secuenciacién de un fragmento
de 404 pb para confirmar que la clasificacidn realizada mediante la qPCR basada en la
delecién permitia diferenciar correctamente los genotipos L del resto de genotipos de
C. trachomatis. A continuacién, se secuencié un fragmento de 990 pb del gen ompA para
establecer las posibles relaciones filogenéticas entre los genotipos L detectados. Los

cebadores utilizados para este fin se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Cebadores utilizados para la amplificacidn y secuenciacién de los genes pmpH y ompA.

P Tamaiio Temperatura de
Cebador Secuencia (5°-3) . . . p ..
amplicon (pb) | hibridacion (2C)
pmpH-F AAACCGTGAGTATTTCCGGA
404 57
pmpH-R ATATGCCTCCTTCATTGTCTT
ompA-F1 ATGAAAAAACTCTTGAAATCGG
1.124 52
ompA-R1 ACT GTAACT GCG TATTTG TCT
ompA-F2 AACCAAGCCTTATGATCGACGGAAT
990 58
ompA-R2 CAATACCGCAAGATTTTCTAGATTTCA

La amplificacion los genes pmpH y ompA se realizé mediante PCR convencional en un

volumen final de 50 pl utilizando las siguientes concentraciones finales de los reactivos:
tampodn de reaccién (10x), MgClz (1,5 mM), dNTPs (0,2mM de dATP, dGTP, dCTP, dTTP),

cebadores directo y reverso (0,6mM cada uno) y la enzima AmpliTag Gold ADN
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polimerasa (1,5U). Se utilizaron 5 pl de ADN molde en todas las PCR. Para la
amplificacién de ompA se realizd una PCR anidada, realizando una primera PCR con los
cebadores ompA-F1 y ompA-R1, seguido de una segunda PCR utilizando como molde el
producto de amplificacion de la primera con los cebadores ompA-F2 y ompA-R2. Para
ello, se emplearon las siguientes condiciones: 1 ciclo de activacién a 942C, 12 min,
seguido de 40 ciclos de 942C, 30 segundos, hibridacién durante 30 segundos (las
temperaturas de hibridacién para cada PCR se muestran en la Tabla 2), elongacién a

72°C, 1 miny, por ultimo, una elongacién final de 722C, 10 minutos.
Para la visualizacion de los productos de PCR se llevaron a cabo los siguientes pasos:

- Preparacion del gel de agarosa mediante la disolucion de 1 g (para el gen ompA)
01,5 g (para el gen pmpH) de agarosa D-1 Low EEO (Pronadisa) en 100 ml de TBE
0,5 x, obteniéndose una concentracion final del 1% y del 1,5%, respectivamente.

- Electroforesis en corriente continua: en primer lugar, se mezclaron 5 pl de cada
producto de PCR junto con la misma cantidad de colorante de carga 6x (Thermo
Scientific). A continuacion, se depositaron los 10 ul en cada uno de los pocillos
del gel. La separacién de los fragmentos se llevé a cabo en una cubeta horizontal
con tampdn TBE 0,5 x a 80-100V durante 30-40 minutos. En cada electroforesis
se incluyd un estandar de 100 pb (Thermofisher).

- Visualizacion de los productos: los geles se sumergieron en una solucion de
GelRed 3x (Biotium, California, Estados Unidos) durante 10 minutos,
visualizandose posteriormente mediante el uso del transiluminador de luz UV
ChemiDoc™ XRS (BioRad).

Los productos de PCR se purificaron mediante purificacién enzimatica utilizando el
ExoSAP-IT® purification kit (USB Corp, Cleveland, Estados Unidos) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los productos, ya purificados, se secuenciaron utilizando el

secuenciador automatico 3130 (Applied Biosystems) basado en el método Sanger.

4.1. Analisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas de los fragmentos amplificados de pmpH y ompA se analizaron
y ensamblaron utilizando los softwares Chromas 2.6.6 (Technelysium, Queensland,
Australia) y Vector NTI Advance (Invitrogen, Cergy-Pontoise, Francia), respectivamente.
Para descartar posibles errores de secuenciacién, las secuencias se alinearon y editaron
junto a las secuencias de referencia disponibles en la base de datos publica de GenBank
(www.nchi.nlm.nih.gov) utilizando el algoritmo ClustalW implementado en el software
MEGA 7.0 [257].
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4.2. Andlisis filogenético

Para la seleccion del modelo de sustitucidn nucleotidica se utilizé el software jModelTest
1.0 [258], selecciondandose dos modelos distintos para pmpH y ompA: HKY (Hasegawa
Kishino-Yano) para pmpH y GTR+G+l (“General Time Reversible” + distribucion gamma
+ proporcién de tasas invariables) para ompA y el combinado ompA-pmpH.
Posteriormente, se construyeron arboles filogenéticos de maxima verosimilitud
utilizando el software PhyML 3.0 [259]. Para la deteccién de posibles eventos de

recombinacidn, las secuencias se analizaron utilizando el programa RDPv4.13.

Finalmente, se construyeron redes (median-joining network) utilizando las secuencias

de ompA mediante el software Network v4.6.1.0 (www.fluxus-technology.com) [260].

Este software permite conectar cada secuencia de ompA con su secuencia mas

relacionada, permitiendo establecer nuevas variantes de los genotipos L.

5. Datos clinicos y epidemioldgicos

Durante el estudio se recogieron los datos clinicos y epidemiolégicos de las historias
clinicas de aquellos pacientes en los que se detectaron los genotipos L. Se recogieron
varios datos, entre ellos, edad, sexo, nacionalidad, sintomas y signos, estado serolégico
frente al VIH y VHC, ITS previas y concomitantes y tratamiento recibido. Ademas, se
recopild la informacion relacionada con las practicas sexuales y el consumo de drogas o

alcohol.

6. Analisis estadistico

Los datos recogidos se analizaron con el programa estadistico STATA 13.0 (StataCorp LP,
Texas, Estados Unidos). Para determinar la asociacién entre cada uno de los genotipos
y las distintas variables clinicas y epidemioldgicas, se utilizd el test Chi-cuadrado de
Pearsony el test exacto de Fisher, este ultimo cuando la frecuencia esperada era inferior

a 5. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0,05.
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RESULTADOS

1. Evolucion temporal de los casos de LGV en el CS Sandoval (2010-2019)

De manera global, durante el periodo de estudio, un total de 8.325 muestras clinicas
que rindieron amplificacién positiva para C. trachomatis se analizaron para la deteccién
de genotipos relacionados con LGV, de las cuales 1.171 (14,1%) fueron identificadas
como genotipos L. El nimero de casos detectados se incrementé casi 7 veces durante el
periodo 2010-2019, pasando de 30 casos en 2010 a 225 casos en 2019. Atendiendo a Ia
Figura 27, es posible distinguir dos periodos de tiempo: 2010-2014 y 2015-2019. Durante
el periodo 2010-2014 se observé un continuo aumento anual en el nUmero de casos; sin
embargo, el incremento porcentual en nimero de detecciones de cada ano respecto al
afo previo fue progresivamente disminuyendo (80%, 40,7%, 19,7% y 9,9% en 2011,
2012, 2013 y 2014, respectivamente). De hecho, en 2015, se observé un descenso
significativo en el nimero de casos diagnosticados respecto al afio 2014 (73 frente a 100
casos). A partir de ese momento, en el periodo 2015-2019, el nimero de casos volvid a
aumentar. La acumulacion de nuevos diagndsticos en este periodo fue mayor que en el
periodo anterior, de modo que la pendiente de la curva durante este segundo periodo
casi dobld a la del primero. El afio de mayor aceleracién de la epidemia se observé en

2016, con un aumento del 106,8% en el nUmero de casos respecto a 2015 (151 frente a

76 casos).
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Figura 27. Evolucidn de los nuevos diagndsticos de LGV en el CS Sandoval durante el periodo 2010-
2019. Se representa la ecuacién de la recta para cada uno de los periodos (2010-2014 y 2015-2019).
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El aumento progresivo en el nimero de casos detectados podria ser consecuencia del
aumento en el numero de muestras cribadas, ya que este nimero también aumenté de
5.276 en 2010 a 14.011 en 2019, con un incremento medio anual de 900 muestras. Sin
embargo, a pesar del aumento en el nimero de muestras cribadas, el porcentaje de
muestras positivas para C. trachomatis fue practicamente constante durante todo el
periodo de estudio, oscilando entre el 8,3% y 10,9% durante el primer periodo y entre
el 8,4% y el 10,2% durante el segundo. Por el contrario, no ocurrié lo mismo con la
proporcion de genotipos L respecto al total de muestras positivas para C. trachomatis,
gue se vio incrementada en 2,28 veces, siendo mayor durante el periodo 2015-2019 que
durante el periodo 2010-2014 (16,1% vy 10,0%, respectivamente, p<0,00001) (Figura 28).
Asimismo, el porcentaje global de genotipos L respecto al total de muestras analizadas
aumentoé del 0,57% al 1,61%.
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Figura 28. Evolucion del nimero de muestras analizadas y proporcidn de casos de infeccién por C.
trachomatis y de LGV en el CS Sandoval durante el periodo 2010-2019. El porcentaje de C.
trachomatis se refiere al porcentaje sobre el total de muestras analizadas mientras que el porcentaje
de casos de LGV estd calculado sobre el total de muestras positivas para C. trachomatis.

2. Evolucion temporal de los casos de LGV en el resto de centros (2017-2019)

Como consecuencia del incremento observado en el nimero de casos en el CS Sandoval,
centro que, tal y como se describe en el apartado de Material y métodos, atiende a una
poblacién mayoritariamente HSH, a partir de 2017 se incluyeron tres centros adicionales
que representaban otros contextos sociales y epidemioldgicos con el objetivo de

conocer la circulaciéon de LGV en otras poblaciones.
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En el centro de ITS Montesa, se obtuvo un resultado positivo para C. trachomatis en un
total de 1.522 muestras de 24.572 analizadas (6,2%), de las cuales 44 (2,9%) se
identificaron como genotipos L. Durante los tres afios de seguimiento, el nimero de
muestras analizadas aumenté un 113,2%, de 4.901 en 2017 a 10.449 en 2019. Sin
embargo, y de igual modo que lo observado en el CS Sandoval, el porcentaje de muestras
positivas para C. trachomatis se mantuvo constante (6,1%-6,3%), mientras que el
numero de casos de LGV detectados aumentd de 6 casos en 2017 a 24 casos en 2019,
con un incremento del 81,9% en la proporcidon de genotipos L respecto al total de
muestras positivas para C. trachomatis, pasando del 1,9% (2017) al 3,6% (2019) (Figura
29A).
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Figura 29. Evolucion del nimero de muestras analizadas y proporcidn de casos de infeccién por C.
trachomatis y de LGV en el resto de centros. A) Centro Montesa y B) Hospital Universitario Ramon y
Cajal y Hospital Central de la Defensa Gomez Ulla. El porcentaje de C. trachomatis se refiere al
porcentaje sobre el total de muestras analizadas mientras que el porcentaje de casos de LGV esta
calculado sobre el total de muestras positivas para C. trachomatis.

En los centros hospitalarios, se observé un incremento en el cribado de C. trachomatis
alo largo del periodo de estudio, pasando de 2.980 muestras analizadas en 2017 a 4.477
en 2019, lo que supone un aumento del 50,2%. Sin embargo, se observé un descenso en
el porcentaje de muestras positivas para C. trachomatis, evolucionando del 10,1% al
5,5%, mientras que los casos de LGV y el porcentaje de genotipos L detectados respecto
al total de muestras positivas para C. trachomatis se mantuvo mas o menos constante
(Figura 29B).

73



CAPITULO I. Resultados

3. Secuenciacidn y analisis filogenético de los genes pmpH y ompA

La clasificacion de los genotipos L mediante qPCR se comprobd mediante secuenciacién
del gen pmpH en 599/1.252 (47,8%) muestras seleccionadas de forma aleatoria. Para la
confirmacidén se construyd un arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen pmpH
utilizando las secuencias disponibles en |la base de datos de GenBank, confirmandose la

correcta asignacion en todas nuestras muestras.

La amplificacién y secuenciacion del gen ompA se realizd en 803/1.252 muestras
(64,1%). Para los andlisis filogenéticos se utilizé un fragmento de 919 pb, evitando asi
posibles errores de secuenciacidn. De forma global, la genovariante principal de ompA
fue L2 (400/803, 49,8%), seguido de L2b (199/803, 24,8%), genovariantes que se
diferencian en un Unico cambio aminoacidico (N162S). En cuanto al andlisis temporal,
durante el periodo 2010-2014 la variante L2 fue predominante sobre la variante L2b,
con prevalencias del 57,4% y 24,6%, respectivamente. Ademas, la proporcion de L2b fue
disminuyendo cada ano hasta incluso no detectarse durante el afio 2014, coincidiendo
con una proporcion de L2 del 73,3%. No obstante, la variante L2b reaparecié en el afio
2015 y su proporcién fue aumentando durante los aios sucesivos, hasta el punto de que
ambas variantes volvieron a detectarse en proporciones similares durante el afio 2019
(42,3% vy 42,7%) (Figura 30).
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Figura 30. Distribucién de las genovariantes de los genotipos L basados en la secuenciacién del gen
ompA durante el periodo 2010-2019. Se incluyen las muestras de los cuatro centros participantes
(n=803).
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A lo largo del tiempo las genovariantes no-L2 no-L2b fueron aumentando, dando lugar
a un escenario cada vez mas diversificado. Globalmente, las genovariantes no
clasificadas ni como L2 ni como L2b representaron el 25,4% (204/803), detectandose
tres genovariantes mayoritarias. Estas variantes corresponden a L2bV1 (nimero de
acceso de GenBank JX971936), L2bV4 (niumero de acceso de GenBank KU518892) y
L2bV7 (nimero de acceso de GenBank LR882815). La primera, L2bV1, que se detectd en
una proporcion del 8,2% (66/803), presenta una mutacion no sindnima respecto a L2b
(L173I). La segunda, L2bV4, que alcanzé una proporcion del 3,4% (27/803), presenta dos
mutaciones no sindbnimas respecto a L2b (A91T y H165N); vy la tercera, L2bV7, con una
proporcion del 5,6% (45/803), presenta una mutacidén no sindnima también respecto a
L2b (N333S). La genovariante L2bV1 se detectd durante el primer periodo de forma
esporadica, pero a partir de 2015 se detectd en mayor proporcién, alcanzando el 26,7%
y el 18,6% de los casos durante 2015 y 2016, respectivamente. Durante los afios
sucesivos, el numero de casos relacionados con esta genovariante disminuyd,
representando el 3,9% de los casos en el ultimo afio. De forma similar, un Unico caso
causado por L2bV4 fue detectado en el primer periodo; sin embargo, se detectd de
forma significativa en 2016 (4,9%), con una proporcidén similar durante los afios
sucesivos. L2bV7 fue detectada durante el periodo 2015-2018, alcanzando la
prevalencia maxima en el afio 2018, con un 14,5% de los casos. Sin embargo, en 2019

no se detectd ningln caso asociado a esta genovariante.

Asumiendo frecuencia de deteccién con frecuencia de transmisidn, durante el periodo
2010-2014, se identificaron dos principales nodos de transmision, correspondientes a
las genovariantes L2 y L2b (Figura 31A), y coincidiendo con los descrito previamente
[228]. Sin embargo, durante el segundo periodo (2015-2019) a esas dos genovariantes
mayoritarias se sumaron L2bV1, L2bV4 y L2bV7, constituyendo un total de cinco nodos
de transmisién (Figura 31B). De manera global, las 5 genovariantes supusieron el 90,9%

del total de las muestras secuenciadas.

En las 73 muestras restantes con una secuencia de ompA no incluida en ninguno de los
nodos principales descritos, se identificaron 19/73 y 16/73 secuencias aminoacidicas
derivadas de L2b y L2, respectivamente. En cuanto a las mutaciones detectadas, un total
de 22 posiciones aminoacidicas estaban implicadas en cambios no sinénimos, de los
cuales 12 (54,5%) se encontraron en los dominios variables | a IV, dominios expuestos a
la superficie implicados en la adhesion y la respuesta inmune. Ademas, 3/73 variantes
derivaron de L1, y 4/73 correspondieron a variantes ompA no relacionadas con los

genotipos L (2 D, 1)y 1K), aunque la secuenciacién del gen pmpH permitié clasificarlas
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como tales. Finalmente, se detectaron 31/73 secuencias correspondientes a una forma
recombinante en el gen ompA entre los genotipos L2 y D (Figura 31B), presente

Unicamente durante el segundo periodo.

Ademads, se detectaron cuatro infecciones mixtas: dos entre las variantes L2 y L2b
durante los afios 2013 y 2017, y otras dos entre L2 y L2bV1 durante los afios 2016 y
2017.

A

N162S

N162S

N162S

Figura 31. Diagrama de redes de las secuencias aminoacidicas de las genovariantes de LGV obtenidas
en Madrid durante el periodo 2010-2019. A) Periodo 2010-2014 y B) Periodo 2015-2019. Los cambios
aminoacidicos se indican en cada rama referidos a la cepa L2/434/Bu (NC_010287). En color azul se
representan la genovariantes recombinantes entre L2 y D. *Numero de mutaciones no sindnimas.
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4. Patrones clinicos y epidemiologicos asociados a cada variante

Se revisaron un total de 428 de las 730 historias clinicas correspondientes a los pacientes
infectados con una de las cinco genovariantes mas prevalentes, aunque no siempre fue
posible disponer de todos los datos clinicos y epidemioldgicos. Las principales

caracteristicas clinicas y epidemioldgicas por genovariante se muestran en la Tabla 3.

Globalmente, la mediana de edad fue de 34 afios, con un rango intercuartilico entre 29
y 41 aios. La mayoria eran HSH (308/316; 97,5%), seguido de poblacion bisexual (6/318,
1,9%) y 2/316 (0,6%) eran hombres que tienen sexo con mujeres (HSM). En cuanto a
otros comportamientos sexuales, 29/316 (9,2%) eran trabajadores masculinos del sexo
(TMS), la mayoria de ellos HSH (28/29). Antes de la inclusidn del Centro Montesa y los
hospitales, el porcentaje de HSH era del 100%; sin embargo, durante el periodo 2017-
2019, al incorporarse el resto de centros, ese porcentaje disminuyd ligeramente, siendo
del 97,1%.

La mayoria de los pacientes eran de Espafia (251/415; 60,5%), seguidos por los pacientes
procedentes de Sudamérica (137/415; 33,0%). Por genovariante, no hubo diferencias
entre las genovariantes L2, L2b y L2bV1; sin embargo, la proporcion de pacientes
procedentes de paises de América del Sur fue mayor para las genovariantes L2bV4
(11/26; 42,3%) y L2bV7 (12/31; 38,7%), aunque este hallazgo no fue estadisticamente
significativo (Figura 32).
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Figura 32. Patrones clinicos y epidemioldgicos de los pacientes infectados por alguna de las cinco
genovariantes mayoritarias.
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En general, el 68,9% de los pacientes (241/350) estaban infectados por el VIH, la mayoria
de ellos con una infeccién bien controlada y una carga viral indetectable (134/181; 74%).
La infeccidn por VIH fue mas frecuente en los pacientes infectados por las genovariantes
L2 (75%) y L2bV1 (84,1%) que en los infectados por L2b (61,8%) y L2bV4 (46,2%)
(p=0,001). Ademas, el porcentaje de pacientes infectados por VIH fue disminuyendo a
lo largo del periodo de estudio; durante el periodo 2010-2016, el porcentaje de
pacientes VIH era del 84,3%; sin embargo, durante 2017-2019, ese porcentaje era del
66,2%.

Los pacientes se clasificaron segun la presencia de sintomas y signos en asintomaticos,
moderadamente sintomaticos y severamente sintomaticos. La proporcion de sintomas
graves (edema y hemorragia) fue mayor en los pacientes infectados por las
genovariantes L2b y L2bV4 (54,1% y 50,0%, respectivamente, p=0,055), seguidos muy
de cerca por la genovariante L2bV7 (46,2%) (Figura 32).
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los pacientes infectados por alguna de las genovariantes mayoritarias.

L2 (%) L2b (%) L2bV1 (%) L2bV4 (%) L2bV7 (%) P value
Sintomas/signos N = 146 N =98 N=42 N=26 N=28
Dolor 45.2 55,1 50.0 46.2 46,4 0.255
Secrecion purulenta 34.2 51 21.4 19.2 32,1 0.233
Hemorragia 35.6 32,7 30.9 23.1 39,3 0.429
Edema 31.5 36,7 42.9 34.6 39,3 0.409
Ulcera 7.5 6,1 11.3 11.5 10,7 0.573
Ninguno 25.3 15,3 23.8 15.4 17,9 0.225
Estatus seroldgico frente al VIH N=144 N =103 N=44 N =26 N=33
Positivo 75 60,2 84.1 46.2 66,7 0.001
Estatus seroldgicos frente al VHC N =97 N =87 N =36 N =26 N=30
Positivo 21.6 12.6 13.9 7.7 13,3 0.273
N =101 N=91 N =40 N=25 N=27
ITS concomitantes 45.5 48,4 40 48 37 0.911
Sifilis 16.8 16,5 15 12 0 0.852
N. gonorrhoeae 29.7 29,7 30 32 29,3 0.996
C. trachomatis 5.9 1,1 0 8 3,7 0.600
LGV NA NA NA NA NA NA
Otros (VPH, VHS-2) 0.9 8,8 0 8 7,4 0.017
N =81 N =85 N =26 N=25 N=23
ITS previas 83.9 87,1 73.1 96 91,3 0.114
Sifilis 66.7 61,2 53.8 48 78,3 0.292
N. gonorrhoeae 45.7 45,9 38.5 84 47,8 0.003
C. trachomatis 24.7 18,8 19.2 36 26,1 0.376
LGV 13.6 8,2 3.8 12 0 0.499
Otros (VPH, VHS-2) 24.7 22,4 15.4 20 8,7 0.462
Procedencia N =194 N=113 N =51 N =26 N=31
Espafia 57.7 64,6 68.6 46.2 61,3 0.175
Latinoamérica 35.1 29,2 25.5 42.3 38,7 0.409
Europa 5.7 3,5 5.9 7.7 0 0.394
Otros 1.5 2,7 0 3.8 0 0.474
N=76 N=79 N =26 N =26 N=22
Uso de drogas
50.0 64.6 61.5 61.5 72,8 0.179
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DISCUSION

En este capitulo se caracteriza la evolucion de los casos de LGV en Madrid durante un
periodo de 10 afios, desde 2010 hasta 2019. Este estudio constituye una de las series
mas largas, pues incluye mas de 1.000 casos de LGV diagnosticados y mds de 800
muestras secuenciadas en una misma ciudad. El estudio comenzé en 2010 en el CS
Sandoval, uno de los principales centros de ITS de Madrid que atiende
fundamentalmente poblacidon HSH. Sin embargo, el aumento en el nimero de casos
observado en el afio 2016 hizo que a partir de 2017 se incluyeran tres centros mas, con

el objetivo de extender la vigilancia del LGV a otras poblaciones vulnerables.

En los dos centros de ITS, el nimero de casos de LGV aumentd durante el periodo de
estudio al mismo tiempo que aumenté el cribado de C. trachomatis. Sin embargo, la
proporciéon de LGV respecto a las muestras positivas para C. trachomatis también
aumenté en ambos centros, 2,28 veces en el caso del CS Sandoval y 1,82 veces en el
Centro Montesa. Esto sugiere que el aumento observado en el nimero de casos podria
no estar relacionado exclusivamente con una mejora en el cribado. Por otro lado, en los
centros hospitalarios el cribado de C. trachomatis también aumentd a lo largo del
periodo de estudio, pero la relacién entre los casos de LGV y los de C. trachomatis se
mantuvo mds o menos constante (cambio de 1,05 veces), lo que sugiere que un
aumento en el numero de casos podria estar mas relacionado con un incremento en el
cribado de C. trachomatis que con una difusion del LGV al tipo de poblacién atendida en

estos centros.

Por lo tanto, el aumento global observado en el nimero de casos de LGV podria estar
mas relacionado con una mayor circulacion del agente infeccioso entre las poblaciones
mas vulnerables que acuden a los centros de ITS, especialmente entre la poblaciéon HSH,
observandose una lenta propagacion hacia otras poblaciones con alto riesgo de
exposicién a ITS. En nuestro analisis, el 99,4% de los casos estuvieron asociados a
poblacién HSH o bisexual. Esto es concordante con lo observado en el ultimo informe
epidemioldgico europeo, donde el 99,1% de los casos observados en el afio 2019
estaban asociados a HSH, detectandose sdlo 10 casos en mujeres [58]. Sin embargo, en
el periodo 2017-2019, el porcentaje de HSH en nuestro estudio bajo al 97,1%, algo
inferior al dato del ECDC, lo que podria representar un cambio de tendencia o una

particularidad de Espafia.

El andlisis temporal en el Unico centro en el que se realizé el seguimiento durante todo

el periodo de estudio revelé que mientras en el periodo 2010-2014 se observaba una
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progresiva desaceleraciéon de los casos detectados coincidiendo con una pérdida de
diversidad de genovariantes, en el periodo 2015-2019 se observd una nueva aceleracién
en el nUmero de casos, casi duplicando la del periodo anterior. El protocolo de cribado
en este centro se mantuvo sin cambios durante ambos periodos, pese a lo cual el
numero de muestras para cribado fue aumentando afio tras afo. Este hallazgo sugiere
un posible cambio epidemioldgico, al que varios factores podrian haber contribuido.
Uno de esos posibles factores son los flujos migratorios. Segun el Instituto Nacional de
Estadistica, el porcentaje de poblacion inmigrante en Madrid oscila entre el 12,2% vy el
16,7% [261]; sin embargo, en nuestro estudio la poblacién inmigrante representa el
40,5%, revelando la vulnerabilidad de este grupo de poblacién. Atendiendo al origen de
la poblacién inmigrante, la procedente de Sudamérica representa el 4,1% de la
poblacién total de Madrid, mientras que en nuestra serie ese porcentaje es del 33%. En
el caso de los ciudadanos europeos, éstos representan el 5,6% de la poblacién de
Madrid, y un 4,2% en nuestra serie. Para el resto de las nacionalidades, mientras que en
la poblacién total representan un 4,3%, en nuestra serie es el 2,1%. La
sobrerrepresentacion de diagndsticos de LGV en poblacién procedente de Sudamérica
indican el posible impacto de la poblacion migrada de Sudamérica en la epidemia de
LGV en Madrid. En el periodo 2010-2015, el balance migratorio en Espafia (inmigracién-
emigracion) fue negativo, mientras que a partir de 2016 ese balance fue positivo [262].
Durante el primer periodo, la mayor reduccién de la poblaciéon inmigrante residente en
Espana se observo para las personas procedentes de Sudamérica [263], disminuyendo
del 6,2% al 3% en el periodo descrito. Por el contrario, durante el segundo periodo se
observé un progresivo balance positivo, siendo la poblacién de Sudamérica la principal
contribuyente a ese cambio de tendencia [264]. Si comparamos la poblacion procedente
de Sudamérica en nuestra serie, ésta aumentd ligeramente, del 29% en el primer

periodo, al 34% en el segundo periodo.

A pesar de los datos, nuestra opinion es que el incremento es multifactorial y otros
factores pueden haber contribuido para explicar el aumento de casos de LGV detectados
durante el segundo periodo. En este sentido, la velocidad de propagacién podria
haberse visto afectada por el uso de aplicaciones mdviles de citas, cuyo uso ha
aumentado significativamente en los ultimos afios. Por ejemplo, el nimero de usuarios
de Tinder aumentd exponencialmente desde 2015 [265] y el nimero de usuarios de
Grindr pasé de 5 millones en 2014 a 27 millones en 2017, lo que supone un aumento del
440%. Varios estudios han observado que los usuarios de estas aplicaciones tienen

mayor tendencia a practicar sexo en grupo, lo que aumenta las posibilidades de
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transmisién de las ITS [83]. Ademads, un porcentaje significativo de usuarios suele usar

mas de una aplicacidn con este fin, con el consiguiente efecto amplificador.

En estudios previos realizados en Espaia y en otros paises europeos se identificaron sélo
dos genovariantes mayoritarias, correspondientes a L2 y L2b [228], resultados también
observados en Paises Bajos, origen de la actual epidemia [166]. Sin embargo, en este
capitulo se han detectado que al menos cinco variantes L son ahora responsables de la
epidemia de LGV en Madrid. L2bV1 y L2bV4 se han detectado de forma esporadica en
otros paises europeos. L2bV1 se ha identificado en Francia [266], Italia [267] y Austria
[268]; por otro lado, L2bV4 se ha notificado en Francia, Italia [267] y Reino Unido [268].
Sin embargo, L2bV7 se ha detectado Unicamente en Espafa [166]. De igual manera, los
primeros casos de L2bV1 y L2bV4 se describieron también en Espafia [166,228].
Asumiendo que un mayor nimero de transmisiones conlleva un mayor nimero de
replicaciones gendmicas y mayores probabilidades de generar diversidad, estos
resultados sugieren una alta tasa de transmision del LGV en nuestro pais. Por otro lado,
la alta diversificacién de las variantes L observada podria contribuir a su vez a mantener
la situacion epidémica, pues aumentan las posibilidades de seleccionar variantes con
diferente tropismo o estrategias de evasién inmunoldgica relacionadas con cambios en

ompA o eventos recombinogénicos a lo largo del genoma.

Durante el primer periodo se observd una disminucidn progresiva de la proporcién de
la genovariante L2b, llegando incluso a desaparecer durante el afio 2015, momento en
el cual la proporcidon de L2 superaba el 70%. Por el contrario, durante el segundo
periodo, L2b fue aumentando al mismo tiempo que disminuia L2bV1, llegando a
alcanzar la misma proporciéon que L2 en el afio 2019. Estos cambios epidemioldgicos
podrian estar relacionados con la entrada de nuevas variantes, nuevas cadenas de
transmisién relacionadas con cambios de los comportamientos sociales, o ambas. Un
dato relevante es que tanto la nueva genovariante L2bV4 (detectada desde 2017) como
la genovariante L2b se asociaron significativamente a un mayor nimero de pacientes
VIH negativos. El Ministerio de Sanidad espafiol, en su informe sobre la monitorizacién
del objetivo 90-90-90 establecido por ONUSIDA [269], publicd que en el periodo 2017-
2019 el 87% de los pacientes VIH conoceria su diagndstico, el 97,3% de éstos habria
iniciado el tratamiento antirretroviral, y el 90,4% de los pacientes en tratamiento
tendrian carga viral indetectable, mejorando en 5 puntos respecto al afio 2013. Ademas,
desde el afio 2016, en el “Documento de consenso de GESIDA/Plan Nacional sobre el
SIDA respecto al tratamiento antirretroviral en adultos infectados por el virus de la

inmunodeficiencia humana” se recomienda el inicio del tratamiento antirretroviral
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independientemente del valor de los CD4 [270]. En nuestra serie, durante los primeros
afios de la epidemia, la mayoria de los pacientes VIH infectados con genotipos L tenian
carga viral detectable [228]; sin embargo, el 83,4% de los pacientes VIH diagnosticados
durante los ultimos 3 afios del nuestro estudio tenian carga viral indetectable. El mejor
control de la infeccién por VIH, sumado a la introduccion de la PrEP podrian favorecer
aun mas en el futuro un cambio en el patrén epidemioldgico del LGV en su asociacion
con el VIH. Asi lo confirman varias series temporales internacionales en las que se ha
observado que la prevalencia de la infeccidn por VIH en pacientes con diagndstico de
LGV es cada vez menor, consecuencia probablemente de mejoras en el diagnéstico, el

tratamiento y la implementacién de la PrEP [248].

Otro hallazgo interesante de este capitulo fue la deteccidn de infecciones mixtas entre
dos genovariantes L, la identificacion de variantes resultantes de eventos de
recombinacién previos, asi como la deteccidn de otros genotipos L, como los genotipos
L1. Estos resultados confirman la facilidad de C. trachomatis para generar nuevas
variantes por mutacién o recombinacién pero también posibles nuevas entradas en
nuestra poblacion [166]. Por tanto, estos datos ponen de manifiesto la necesidad de
establecer una vigilancia continua que nos permita detectar variantes altamente
transmisibles y/o mas patdgenas, asi como conocer la dinamica temporal de la

epidemiologia molecular en una determinada region.

El estudio realizado en este capitulo tiene varias limitaciones. Por un lado, sélo se
analizaron los genes pmpH y ompA, y aungue éste ultimo es uno de los genes mas
variables de C. trachomatis, nos podria ofrecer una visién epidemiolégica limitada.
Ademas, la deteccidn del gen ompA asociado al genotipo L2 no implica necesariamente
gue el resto del genoma corresponda a L2 [166]. Otras limitaciones son la desproporcién
en la secuenciacién del gen ompA durante el primer y el segundo periodo (35% frente

al 83%), y los datos clinicos y epidemiolégicos, no disponibles en todos los casos.

En conclusidn, este capitulo muestra la evolucién temporal de la epidemia de LGV desde
los primeros anos del brote en Madrid, encontrandose una alta tasa de variabilidad, con
al menos cinco nodos de transmision. Aunque la epidemia de LGV puede haber estado
en remision hasta 2015, las posibles introducciones de nuevas variantes han dado lugar
a nuevos nodos de transmision. Estos hallazgos, junto con las redes sexuales altamente
interconectadas y la alta proporcion de casos asintomaticos, hacen que la erradicacion
del LGV sea cada vez mas dificil. La combinacién de las altas incidencias de LGV, la alta

diversidad de variantes y la deteccidén precoz de nuevas genovariantes en comparacién
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con otros paises de nuestro entorno convierten a Espafia en una de las areas geograficas

en las que es mas facil conocer la evolucién de la epidemia de LGV.

85






Capitulo i

Impacto de la pandemia
por SARS-CoV-2 en
los diagnosticos de
linfogranuloma venéreo

g

SSSSSTTY
-~

‘gs\“\\\
==
=

“No temas a las dificultades,

lo mejor surge de ellas”
Rita Levi-Montalcini

S

o=

=

—
NS
=

S






CAPITULO Il. Antecedentes

ANTECEDENTES

1. Emergencia y expansion de un nuevo virus

En diciembre de 2019, varios hospitales de Wuhan (provincia de Hubei, China)
notificaron un aumento de casos de neumonia de causa desconocida [271]. Poco
después, el 8 de enero de 2020, cientificos chinos identificaron la primera secuencia
gendmica del agente causal del brote, correspondiente a un nuevo virus de la familia
Coronaviridae [272]. En un primer momento el nuevo virus fue nombrado como “nuevo
coronavirus de 2019” y mas tarde, el 11 de febrero de 2020, el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) lo denominé Coronavirus de tipo 2 causante del Sindrome
Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV-2) [273,274]. Ese mismo dia, la OMS denomind a
la enfermedad COVID-19 [275].

Los primeros casos descritos en Wuhan estaban epidemiolégicamente relacionados con
el mercado de Huanan. Sin embargo, poco después, aparecieron casos no relacionados
con el mercado, lo que evidenciaba la posible transmisién persona-persona del nuevo
virus [276—278]. Tras Wuhan, pronto aparecieron casos en otras ciudades de la provincia
de Hubeiy a finales de enero ya se habia extendido a 31 provincias de China [279] (Figura
33). Para evitar la expansién del virus, el gobierno chino cerré la ciudad de Wuhan y
limité la entrada y salida de la provincia de Hubei [280]. Las actividades comerciales y
sociales se vieron reducidas en todo el pais y se promocionaron las medidas de
prevencidn personal como el uso de mascarilla y la higiene de manos [281]. Gracias a
estas medidas, a partir del mes de febrero el nimero de casos comenzé a disminuir en

todo el pais [282] (Figura 34).
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Figura 33. Propagacién espaciotemporal del SARS-CoV-2 en China desde el 31 de diciembre de 2019
hasta el 31 de enero de 2020. En sélo un mes, el nuevo virus se extendid a 31 provincias, afectando
a mas de 1.000 condados. Adaptado de Chinese Center for Disease Control and Prevention, 2020
[279].
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Figura 34. Numero de casos de infeccion por SARS-CoV-2 diagnosticados por dia en China desde el 8
de diciembre de 2019 hasta el 11 de febrero de 2020. Adaptado de Chinese Center for Disease Control
and Prevention, 2020 [279].

Sin embargo, el SARS-CoV-2 continud su expansion fuera de China y, en consecuencia,
el 30 de enero de 2020 la OMS declaré al brote una emergencia de salud publica de

importancia internacional [283] (Figura 35).
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Figura 35. Paises que habian notificado casos de infecciéon por SARS-CoV-2 hasta el 30 de enero de
2020, momento en el cual la OMS declard la emergencia de salud publica internacional. Entre
paréntesis se indica el nimero de casos notificados por cada pais.

El 11 de febrero, eran 27 los paises que habian notificado algun caso, varios de ellos sin
ningun nexo epidemioldgico con el pais de origen [284]. En Europa, los primeros casos
fueron detectados el 24 de enero en Francia [285,286] y casi un mes después, el 21 de

febrero de 2020, el nimero de casos diagnosticados en el continente sumaban un total
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de 47, detectados en 9 paises diferentes [287]. Sin embargo, ese mismo dia, ltalia
notificd el primer caso autéctono de un paciente sin historia de viajes ni contactos con
casos conocidos o probables en la ciudad de Codogno (region de Lombardia) [288]. Este
hallazgo coincidié simultdneamente con la deteccién de un brote en Vo’ Euganeo
(Padua) y la primera muerte por COVID-19 en Italia [289]. Al dia siguiente, el 22 de
febrero, se notificaron mas grupos de casos en varios municipios de la regién de
Lombardia y también en las regiones de Veneto y Piedmont, sumandose al dia siguiente
la regidon de Emilia-Romagna [290]. La situacidn epidemioldgica en lItalia ponia de
manifiesto la transmision local del virus y alertaba de la posible expansion del virus en

Europa.

A partir de ese momento, el nUmero de casos comenzé a aumentar rapidamente, tanto
en Italia como en el resto del continente. El 11 de marzo de 2020, la OMS declaré
oficialmente el brote de COVID-19 como pandemia [291]. A 10 de diciembre de 2022, el
SARS-CoV-2 ha sido responsable de mas de 650 millones de infecciones y mas de 6,6

millones de muertes en todo el mundo.

2. Primer aino de pandemia en Espaia y en la Comunidad de Madrid

Los dos primeros casos de infeccién por SARS-CoV-2 en Espaia fueron diagnosticados el
31 de enero y el 9 de febrero en las islas de La Gomera y Mallorca, respectivamente,
tratdndose ambos de casos importados [292]. No fue hasta el 26 de febrero, casi un mes
después del primer diagndstico en Espafia, cuando se confirmé el primer caso de
transmisién comunitaria en el pais [293]. A partir de ese momento, el nimero de casos
aumenté rdpidamente, alcanzandose mas de 3.000 casos el 9 de marzo de 2020, dia en

el que se instauraron las primeras medidas de distanciamiento [294,295].

Durante el mes de marzo, el nimero de casos aumentd exponencialmente, alcanzando
el pico maximo el 20 de marzo, con mas de 10.000 casos en un solo dia [296]. En cuanto
a la distribucion de casos en funcién de la gravedad de la enfermedad, el mayor nimero
de ingresos hospitalarios o en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) fue alrededor
del 24 de marzo [297]. Tras el pico alcanzado durante las ultimas semanas de marzo, el
numero de casos fue descendiendo y la primera ola se dio por finalizada el 10 de mayo
de 2020. Hasta ese momento, el nimero total de casos confirmados por PCR eran
224.390 los fallecimientos alcanzaban la cifra de 26.621 [298,299], lo que representaba

un 11,9% de los diagndsticos.

Tras casi tres meses en los que la incidencia se mantuvo en niveles bajos, tuvieron lugar,

de forma casi consecutiva, dos olas mas. La segunda ola tuvo lugar desde el 22 de agosto
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al 22 de noviembre de 2020 y la tercera desde el 20 de diciembre de 2020 al 20 febrero
de 2021 (Figura 36). Las caracteristicas de la segunda y la tercera ola fueron distintas a
las de la primera. Por un lado, las infecciones fueron menos graves en general, lo que
probablemente fue debido a diversas causas. Entre ellas, el mayor acceso al diagndstico,
que permitié una deteccion mas temprana de los casos, la menor edad de los pacientes
y un mayor conocimiento de la enfermedad, con las consiguientes mejoras en el
tratamiento y manejo de los pacientes. Por otro lado, el nimero de casos fue
significativamente mayor durante la segunda y tercera ola, alcanzando las cifras de
1.207.976 y 1.250.512 casos, respectivamente [300]. Esto se debe a que durante la
primera ola la capacidad diagndstica fue significativamente inferior a la de las olas
sucesivas y, ademas, el diagndstico microbioldgico se priorizd para los casos mas graves
y los trabajadores esenciales, por lo que la mayoria de los casos leves o asintomaticos
no fueron confirmados. Tras el primer afio de pandemia, el nimero total de casos
ascendia a 3.153.971 vy los fallecidos alcanzaban la cifra de 67.636 [301].

45000 1000
40000 900
35000 800
30000
25000
20000

15000

10000

Numero de casos
"
3
Numero de fallecimientos

5000 100

0 0

B L L L L L L S @“ S S S S S S S S S S S S Qw'*@} o>
ﬁ@@@@@@ﬁ@@@@@@@@@@P@@@@®@@@@@@@@@@W@@@UU@
Q o

Fecha

Casos confirmados —Fallecimientos

Figura 36. NUmero de casos y numero de fallecimientos diarios por SARS-CoV-2 en Espafia durante
el primer afio de pandemia. Primera ola: 11-marzo-2020 a 10-mayo-2020; segunda ola: 22-agosto-
2020 a 22-noviembre-2020; tercera ola: 20-diciembre-2020 a 20-febrero-2021.

Fuente: https://cnecovid.isciii.es.

La Comunidad de Madrid constituyé el epicentro de la pandemia en Espafia,
especialmente durante la primera ola, concentrando hasta casi la mitad de los nuevos
casos del territorio nacional durante las primeras semanas de marzo (Figura 37). El
rapido crecimiento en el nimero de casos desde principios de marzo llevd a colapsar los
hospitales de la Comunidad, especialmente las UCl. Ademas, el elevado numero de

casos obligd a la apertura de nuevas camas en todos los hospitales y se habilitd un
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hospital provisional en IFEMA (Feria de Madrid) con capacidad para 5.000 pacientes,

aumentando su capacidad total en un 145% [302].

Los datos oficiales indican un nimero total de casos confirmados de 63.401, 235.831y
196.735 durante la primera, segunda y tercera ola, respectivamente. Sin embargo,
estudios realizados tras la primera ola revelaron una prevalencia de anticuerpos frente
al SARS-CoV-2 en torno al 11% (5% a nivel nacional) [303], y, teniendo en cuenta que la
poblacion actual de la Comunidad de Madrid es de 6,6 millones, el nimero de
infecciones podria haber sido superior a 700.000, lo que es mas de 10 veces el nimero
de casos notificados durante la primera ola y casi 3 veces mas el nUmero de casos
notificados durante las olas sucesivas. Respecto al total nacional, el porcentaje de casos
durante las tres primeras olas en la Comunidad de Madrid fue del 28,1%, 19,5% v el

15,7%, respectivamente.
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Figura 37. NUumero de casos de SARS-CoV-2 diagnosticados en Espaia y en la Comunidad de Madrid
durante la primera ola (1-marzo-2020 a 10-mayo0-2020). Fuente: https://cnecovid.isciii.es.

Globalmente, la Comunidad de Madrid registré un exceso de mortalidad del 51,9%
durante el primer afio de pandemia, llegando a alcanzar el 195,2% durante la primera
ola [304] . El exceso de mortalidad en Espafia durante ese mismo periodo fue del 67,1%.
Ademads, el nimero de fallecidos por cada 100.000 habitantes durante la primera ola en
la Comunidad de Madrid fue de 130,4 frente al 57,7 de la media nacional. Sin embargo,
durante la segunda y tercera ola la tasa de mortalidad en la Comunidad de Madrid fue
41,4 y 43,3 por cada 100.000 habitantes, respectivamente, valores similares o incluso
inferiores a la media nacional, que fueron de 42,3 y 54 para los mismos periodos de
tiempo [305].
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2.1. Medidas adoptadas

Como consecuencia de la propagacién del SARS-CoV-2, las autoridades sanitarias de
cada pais pusieron en marcha varias medidas con el fin de limitar la expansion del virus
[306]. Aunque hubo diversidad en las medidas adoptadas, la mayoria de ellas tenian
como objetivo principal disminuir el nUmero de contactos sociales y reducir asi las
probabilidades de transmisidn del virus. En Espafia, las primeras medidas con impacto
en la poblacion fueron implementadas el 9 de marzo de 2020 en Madrid y en las
ciudades de Vitoria y Labastida en el Pais Vasco [295]. Estas consistieron en el cierre de
colegios y universidades, asi como en la promocién del trabajo desde casa y la limitacién
de aforo en ciertos eventos. Hasta ese momento, sélo se habian aplicado medidas
menores, basadas fundamentalmente en recomendaciones vy distribucién de

informacidn a la poblacién, especialmente entre los viajeros [302].

Sin embargo, el avance del nuevo virus llevé a la implementacion de medidas mds
restrictivas, y el 14 de marzo de 2020, se declard el estado de alarma y se instaurd el
confinamiento en todo el territorio espafol, con una duracién inicial estimada de 2
semanas. Sin embargo, éste se prolongé durante 98 dias mas, hasta el 21 de junio.
Durante este periodo se establecieron importantes medidas restrictivas tanto en el
ambito social como econdmico: cierre de establecimientos comerciales (a excepcion de
tiendas de alimentacion y otros articulos de primera necesidad), locales de ocio y de
hosteleria, colegios, etc. Ademas, la libertad de movimiento quedd limitada en todo el
territorio, permitiéndose solamente circular para la adquisiciéon de alimentos y otros
productos de primera necesidad, asistencia a los centros sanitarios o a los lugares de

trabajo, entre otros [307].

El 14 de abril de 2020 la OMS establecié una serie de principios para tener en cuenta a
la hora de plantear la relajacion de las medidas aplicadas y, en base a ello, el Gobierno
Nacional establecié un Plan de desescalada por fases a partir del 28 de abril,
caracterizado por un incremento progresivo en las actividades socioecondmicas y la
movilidad de la poblacién [296]. El plan completo estaba constituido por cinco fases,
desde la fase 0 hasta la fase de nueva normalidad. La desescalada se produjo de forma
asimétrica, adaptandose al contexto local de cada Comunidad Auténoma (CA) en
funcion de criterios de salud publica, econdmicos, sociales y de movilidad [308] (Figura
38). Durante el proceso, que durd un total de 8 semanas, la situacion epidemioldgica
mejoré considerablemente, pasando de una incidencia acumulada de 86,3 al inicio de Ia

desescalada a 8,3 casos por cada 100.000 habitantes al final de ésta [309,310]. En el caso
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de la Comunidad de Madrid, la desescalada tuvo lugar en cuatro fases, siendo una de las

comunidades que mas lentamente avanzé hacia la nueva normalidad.
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Figura 38. Situacion semanal de cada territorio durante la fase de desescalada en Espafia. Fuente:
https://www.lamoncloa.gob.es/covid-19/Paginas/mapa-fases-desescalada.aspx.

3. Impacto del confinamiento
3.1. Impacto en la salud de la poblacién

El confinamiento fue una de las medidas mas utilizadas por todos los paises del mundo
para evitar la propagacién del SARS-CoV-2 [306,311]. Este ha demostrado ser una de las
intervenciones mds eficaces en la reduccién del Rp (nimero de casos secundarios
respecto al caso indice) [312,313], y el incremento del tiempo de duplicacién de casos
[314], especialmente si se adopta de manera temprana [315]. Sin embargo, la pandemia
y el confinamiento han tenido un importante impacto a nivel econédmico, social y sobre

la salud de la poblacion.

A nivel social, uno de los resultados derivados de la pandemia y el confinamiento fue el
aumento global de la violencia de género [316], incluyendo las violaciones y las
agresiones sexuales contra las mujeres. El aislamiento social y familiar, con la
consiguiente imposibilidad de evitar a la pareja maltratadora, asi como la limitacién de
acceso a los sistemas de proteccién y apoyo son los factores que se han relacionado con
este aumento [317,318]. Diversos paises como China, Reino Unido, Francia o Estados
Unidos han notificado un incremento de los casos de violencia de género [319]. En

Espana, a pesar de que el nimero de denuncias por violencia de género descendid un
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40% desde el inicio del confinamiento [317], el nUmero de llamadas al teléfono de ayuda
016 se vio incrementado un 10,5% [320].

Una de las poblaciones probablemente mas afectadas haya sido la poblacién anciana,
ya no sélo por la mayor gravedad de la enfermedad y las mayores tasas de mortalidad,
sino también debido al aislamiento social y la soledad que muchos de ellos han
experimentado durante el confinamiento, lo que ha tenido consecuencias en su salud
fisica y mental [321]. Los efectos descritos en esta poblacidon estan relacionados
fundamentalmente con la salud mental, especialmente en pacientes con deterioro
cognitivo previo, pues se ha observado que el confinamiento ha supuesto un
empeoramiento de sintomas como la agitacién y la apatia, entre otros [322]. Ademas,
la soledad y el aislamiento social se han relacionado con un mayor riesgo de mortalidad
[323].

El confinamiento ha tenido también un fuerte impacto en la salud mental de otros
sectores de la poblacidn, especialmente los mas jovenes, donde la falta de contacto
social, el aburrimiento, la frustracion, el miedo al contagio o la incertidumbre son
factores que han influido en el aumento de casos de depresidn y ansiedad durante la
pandemia [324,325]. De hecho, en una revisién sistematica, las prevalencias de ansiedad
y depresion en nifios y adolescentes fueron del 34,5% y del 41,7%, respectivamente; en
el caso de sus cuidadores, las prevalencias para esos mismos trastornos fueron del
52,3% y 27,4%. Ademads, casi en un 80% de los nifios con trastornos previos, como
autismo o trastorno de déficit de atencién e hiperactividad (TDAH), los sintomas se
agravaron como consecuencia del confinamiento [326]. Otro sector especialmente
afectado por la pandemia fue el de los trabajadores sanitarios. Los principales trastornos
notificados fueron estrés, ansiedad, depresion e insomnio [327,328], cuyas
prevalencias, aunque variables segun los diversos estudios, aumentaron durante la
pandemia [329], especialmente entre los profesionales sanitarios que trabajaron en
unidades COVID-19 [330]. Asimismo, la prevalencia de estos sintomas en el personal de
enfermeria fue mayor que otros profesionales sanitarios, probablemente por el mayor

tiempo de contacto con los pacientes que otras categorias profesionales.

Otro de los efectos colaterales de la pandemia fue que todos los recursos sanitarios
fueron dirigidos al COVID-19, y toda actividad no relacionada directamente con la
pandemia fue reducida al minimo. A nivel hospitalario, se cancelaron todas las cirugias
e ingresos programados, las consultas externas no preferentes y las pruebas
diagndsticas no urgentes, generando un descenso de las hospitalizaciones por causas

distintas a la infeccidon por SARS-CoV-2 [331-333]. En el informe sobre el impacto de
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COVID-19 en las personas con enfermedad crénica, se pudo constatar que el 69% de las
consultas fueron aplazadas por decisiones de los profesionales [334]. En los Servicios de
Urgencias, hubo una reduccién en las consultas de todas las categorias diagndsticas
[335], especialmente dermatoldgicas, genitourinarias, oftalmoldgicas y neurolégicas
[336]. En el caso de las emergencias cardiovasculares, varios estudios observaron un
descenso en el nUmero de ingresos debido a estas causas durante las primeras semanas
de la pandemia [333,337]; sin embargo, estas patologias llevaron asociadas una mayor
mortalidad [338]. Los casos de apendicitis también descendieron durante la pandemia;
no obstante, se notific6 un aumento del tiempo desde el inicio de sintomas hasta el
diagnéstico, un mayor numero de apendicitis complicadas y un aumento de la estancia
hospitalaria y de las complicaciones postoperatorias [339,340]. El volumen de
hospitalizaciones por ictus y otros accidentes cerebrovasculares también se vio
disminuido durante la pandemia [341], aunque no fue asi para los casos de ictus
isquémico grave y hemorragias subaracnoideas [342]. Todos estos datos podrian estar
relacionados con el temor de los pacientes a adquirir la infeccion en los centros
hospitalarios [334]. Ademads, las recomendaciones por parte de las autoridades
sanitarias de permanecer en casa para evitar la propagacion del virus podrian haber
favorecido el retraso en la busqueda de la atencién médica [338]. Esto quedd constatado
en el informe sobre el impacto de COVID-19 en las personas con enfermedad crdnica,
pues el 10% de los encuestados decidio aplazar sus consultas y el 22,8% decidid, aun
presentando sintomatologia, no acudir a los centros hospitalarios por miedo al contagio
[334]. En Atencidn Primaria, las consultas no urgentes eran atendidas por teléfono y se
priorizd la atencidén domiciliaria. Los centros de especialidades también cancelaron
todas las consultas no urgentes y se dirigié la actividad hacia la atencion y diagndstico
de los pacientes con SARS-CoV-2 [343].

3.2. Impacto en la vigilancia de enfermedades transmisibles

Estas medidas tuvieron un importante impacto en otras cuestiones sanitarias, que,
debido a la pandemia, pasaron a un segundo plano. Es el caso de programas de cribado
de agentes infecciosos como VPH, VIH o VHC. Esto, junto con el descenso en el nimero
de derivaciones desde Atencién Primaria, supuso un descenso en los nuevos
diagndsticos [344], y un retraso en el tratamiento y seguimiento de los pacientes con

cribado positivo [345].

Varios estudios a nivel nacional comunicaron un descenso en las determinaciones
diagndsticas de VIH y hepatitis virales durante el primer afio de pandemia [346], con

descensos del 22,6% y el 22,5% para el VIH y VHC, respectivamente [347]. Como era de
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esperar, el nimero de nuevos diagndsticos también se vio reducido en el afio 2020
respecto al afio 2019 [348]. Los informes realizados por el CDC y ECDC sobre el impacto
de COVID-19 en los sistemas de notificacion de VIH y hepatitis virales indicaron
descensos significativos en los nuevos diagndsticos (Figura 39). En el caso de VIH, estos
descensos fueron del 17% y 20% en Estados Unidos y Europa, respectivamente
[349,350]. En cuanto a las hepatitis, los descensos en la notificacidon de casos fueron mas
drdasticos en Europa, con descensos del 61%, 52,4% y 64% para VHA, VHB y VHC
respectivamente [351-353] (Figura 40), mientras que en Estados Unidos los descensos
fueron del 47% y el 32% para VHA y VHB respectivamente, si bien hubo un aumento del
15% para VHC [354].

50,000 ! Unién Europea
l 17% Regi6n europea de la OMS
0

20%

Nimero de diagnésticos
Nimero de diagnésticos

Afio

Figura 39. Impacto de la pandemia por COVID-19 en la notificacidon de nuevos diagnésticos de VIH.
A) Estados Unidos, donde se observa un descenso del 17% respecto al afio 2020 [349] . B) Europa,
donde el descenso fue del 20% respecto al afio 2020 [350].

Sin embargo, los diagnésticos tardios de VIH, determinados por los niveles de CD4
inferiores a 350 células/mm?3 [355], aumentaron en un 25% [347], al igual que el nimero
de hospitalizaciones por condiciones definitorias de SIDA, como neumonia por
Pneumocystis jirovecci [348]. En la regién europea, el diagndstico tardio de la infeccién
por VIH aumento del 49,7% al 51%. En el caso de la hepatitis C, modelos matematicos
han pronosticado que esta situacién podria llevar a la pérdida de mas de 900.000 nuevos
diagndsticos, asi como a un exceso de mortalidad de mas de 70.000 casos durante la
proxima década [356], lo que podria poner en riesgo el alcance de los objetivos de

eliminacidn en el afio 2030 propuestos por la OMS [357,358].
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Figura 40. Impacto de la pandemia por COVID-19 en la notificacidon de nuevos casos de las hepatitis
virales en Europa durante 2020 respecto a los afios previos [351-353]. En el caso de VHA es mas
dificil de cuantificar el descenso pues se observa un progresivo descenso desde el brote de 2017-
2018.

Por otro lado, ni el CDC ni el ECDCC tienen un registro de los casos de VPH, centrdndose
exclusivamente en la vacunacion. Un estudio realizado en Madrid analizé el descenso
de nuevos diagndsticos de genotipos de VPH de alto riesgo durante las primeras seis
olas pandémicas. El descenso mads significativo se observd durante la primera ola,
describiéndose una reduccidn de hasta el 76% en el nimero de peticiones [347]. Aunque
el descenso fue menor en las sucesivas olas, éste fue acompafiado por una reduccion en
la deteccion de genotipos de alto riesgo [347], con el consiguiente retraso diagndstico
(Figura 41).
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Figura 41. Impacto de la pandemia por COVID-19 en el nimero de solicitudes y nuevos diagndsticos
para VPH. Los circulos azules se corresponden a los pacientes con genotipos de alto riesgo. Adaptado
de Romero-Hernandez y cols. [347].
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La interrupcion del acceso a los centros hospitalarios potencialmente también podria
impedir el acceso al tratamiento antirretroviral. En un estudio realizado en China, un
tercio de los encuestados afirmaron estar en riesgo de ver interrumpido su tratamiento
como consecuencia de la pandemia [359]. Sin embargo, en Australia, no se notificé un
descenso en el acceso al tratamiento antirretroviral respecto a los afos previos, aunque
si hubo un aumento significativo en el envio de la medicacién para el VIH a través de
correo postal [360] y hasta un 50% de los pacientes tuvo dificultades para acceder al
tratamiento [361]. En Espaia, las pruebas diagndsticas de VIH y otras ITS fueron
paralizadas, pero el acceso al tratamiento antirretroviral de los pacientes en

seguimiento no se vio afectado [346].

3.3. Impacto en la vigilancia de las ITS

Los datos sobre el impacto del confinamiento en la notificacion de las ITS son escasos.
Recientemente, el CDC ha publicado los resultados preliminares en Estados Unidos
[362], no disponiendo aun de datos de Europa. Conforme a estos datos, se observa un
descenso de los casos notificados de C. trachomatis, N. gonorrhoeae y T. pallidum
(Figura 42A), cuya cuantificacion respecto al 2019 puede observarse en la Figura 42B. El
descenso mas significativo y prolongado en el tiempo se observé para C. trachomatis,
mientras que para N. gonorrhoeae y T. pallidum el impacto estuvo fundamentalmente
asociado a la primera ola pandémica y el confinamiento estricto. Esto probablemente

se deba al mayor porcentaje de casos asintomaticos de la infeccion por C. trachomatis.

A . C. trachomatis N. gonorrhoeae T. pallidum

Porcentaje Tasa

Sifilis total

Primaria y
secundaria

| Precoz no primaria
: no secundaria

Semana Semana Semana

Figura 42. Impacto de la pandemia por COVID-19 en la vigilancia de las principales ITS en Estados
Unidos. A) Evolucién temporal de las tasas o porcentajes de las infecciones causadas por C.
trachomatis, N. gonorrhoeae y T. pallidum. El rectangulo morado marca el impacto de la pandemia
por COVID-19. B) Casos de cada uno de los tres microorganismos antes mencionados notificados en
2020 expresado como porcentaje de los del 2019, resultando en un aumento o un descenso en la
notificacion. Adaptado de Pagaoa y cols., 2021 [362].
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3.4. Impacto en las practicas sexuales

Durante el confinamiento mas estricto, correspondiente al periodo de tiempo entre el
inicio del estado de alarma (14 de marzo de 2020) hasta el inicio de la desescalada (28
de abril de 2020), las practicas habituales de la poblacién se vieron afectadas [324],
incluyendo las practicas sexuales. Varios estudios, la mayoria de ellos basados en
cuestionarios on-line, han evaluado cémo las medidas de distanciamiento social han
influido en el comportamiento sexual de la poblacidn. En el caso de Espaiia, hasta un
75% de la poblacién ha visto alterada su vida sexual de algin modo durante la pandemia

por COVID-19, lo que ha tenido un importante impacto en la salud sexual [363].

La mayoria de los estudios revelaron un descenso en la actividad sexual mas que un
aumento, sobre todo en personas con parejas no estables [363—365]; en aquellas
ocasiones en las que se comunicé un aumento, se observé fundamentalmente en
mujeres y en poblacidn que vivia en pareja durante el confinamiento, aunque
acompafado en la mayoria de los casos de un descenso en la calidad de la vida sexual
[366]. Por otro lado, estudios realizados en HSH y/o bisexuales, aunque también se
observé un descenso en la frecuencia de parejas sexuales [365,367], otros autores no
observaron diferencias [368] o incluso comunicaron un aumento medio de hasta 2,3
parejas sexuales respecto al periodo previo al confinamiento [369]. Ademas, en un
estudio realizado en Reino Unido, hasta el 62,6% de los HSH encuestados comunicaron
haber tenido sexo fisico durante el confinamiento a pesar de las restricciones, mas de la

mitad con una o mas parejas nuevas [370].

En cuanto a las practicas sexuales, un 23% y un 30% de los encuestados comunicaron un
aumento del consumo de pornografia y de la masturbacién durante la pandemia,
respectivamente [363]. Por ejemplo, en el estudio de Ballester-Arnal y cols. la
masturbacién diaria aumentd desde un 12,5% antes de la pandemia a un 25,8% durante
la misma [371]. Respecto al uso del preservativo durante las relaciones sexuales, la
mayoria de los estudios no comunicaron diferencias en su uso antes y durante el
confinamiento [368,369,372], aunque en algunas ocasiones si se observé un aumento
[373] o un descenso [363]. Lo mismo ocurre con el consumo de alcohol o drogas durante

las relaciones sexuales, observandose diversidad de resultados [363].

Varios estudios han evaluado si el consumo de la PrEP para el VIH se ha visto modificado
durante la pandemia. El estudio de Chow y cols. reveld que hasta el 30% de los usuarios
de PrEP cambiaron su forma de usarla durante el confinamiento, dejando de tomarla la
mayor parte de ellos (80,7%) [367]. Algo similar se observd en el estudio de Reyners y

cols., en el que el 47% de los usuarios de PrEP dejaron de tomarla durante el
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confinamiento [365]. Los motivos mas frecuentes para realizar dichos cambios fue el

descenso en el nimero de relaciones y parejas sexuales.

El uso de aplicaciones méviles de citas también se vio afectado por la pandemia, aunque
con resultados diversos. En un estudio realizado en Australia, el uso de aplicaciones
moviles disminuyd durante el confinamiento, pasando del 42,1% en el 2019 al 27,3%
durante la pandemia. Sin embargo, hubo diferencias en cuanto a la motivacién para su
uso; su utilizacidn para chatear o para la practica de sexo virtual se vio incrementada,
mientras que el uso para citas en persona se vio disminuido [364]. Por otro lado, un
estudio a nivel europeo notificd un incremento del 27% en el uso de aplicaciones
moviles de citas como Tinder, OkCupid o PlentyOfFish, asi como un aumento del 30% en
su tiempo de uso respecto a los meses previos, aunque ese aumento fue mas sustancial
para hablar o para la practica de sexo virtual [371,374]. Sin embargo, en el caso de la
poblacion HSH, el estudio de Sanchez y cols. [368] desvelé que, aunque el uso de
aplicaciones para citas en persona disminuyé mas que aumentd, su uso no se vio

modificado durante el confinamiento hasta en el 44,9% de los encuestados.

Todos los datos anteriores demuestran que la pandemia ha tenido un importante
impacto en las prdacticas sexuales de la poblacién. En consecuencia, los cambios en los
habitos sexuales podrian tener a su vez un impacto en las ITS [375]. El descenso en la
frecuencia y el nimero de parejas sexuales durante el confinamiento podria tener como
efecto inmediato una disminucidn en la transmision del VIH y otras ITS. Sin embargo, el
acceso a las pruebas para el diagndstico de VIH y otras ITS se vio interrumpido durante
la pandemia [376]. Asimismo, el acceso a la PrEP también se vio interrumpido en algunas
ocasiones [369]. Esto podria tener como resultado un aumento en la incidencia de las

ITS, especialmente en poblaciones vulnerables, como HSH [368].
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La pandemia por COVID-19 ha tenido un importante impacto en los programas de
vigilancia de enfermedades crénicas y agudas, tanto infecciosas como no infecciosas, asi
como en los comportamientos sociales de la poblacién. Las ITS constituyen uno de los
principales problemas de salud publica, con incrementos significativos durante los
ultimos afos a nivel local, nacional e internacional. Hoy en dia, no sabemos cémo la
pandemia por COVID-19 podria afectar a la incidencia de nuevos casos de infeccién por

los genotipos L de C. trachomatis.

Los objetivos de este capitulo fueron:

1. Evaluar el impacto del confinamiento en Espafia y las medidas instauradas en el
diagndstico de nuevos casos de LGV durante el primer afio tras el inicio de la
pandemia por COVID-19.

2. Comparar el nimero de diagndsticos de LGV durante las tres primeras olas de la

pandemia por COVID-19 con el mismo periodo del afio previo.
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MATERIAL Y METODOS

1. Centros participantes y periodo de estudio

El estudio se realizd en el CS Sandoval, situado en la CAM, cuyas principales
caracteristicas se detallan en el Capitulo I. Es importante destacar que desde enero de
2020 el CS Sandoval fue autorizado para la prescripcion de la PrEP para la prevencion de

la infeccion por VIH.

Durante la primera ola y el confinamiento la actividad habitual del CS Sandoval se vio
interrumpida, y sélo eran atendidos aquellos pacientes que acudian por algun motivo
de urgencia. Ademas, el centro se dedicé también al diagndstico de la infeccién por
SARS-CoV-2, por lo que muchos de sus recursos materiales y personales se utilizaron
para cubrir las necesidades que la situacién de excepcidn requeria. La actividad normal
del centro se fue recuperando poco a poco tras el fin del confinamiento y durante la fase
de desescalada, alcanzandose en octubre de 2020 los niveles de actividad previos a la

pandemia.

El estudio se realizd durante el primer afio de pandemia, desde marzo de 2020 hasta
febrero de 2021, momento en el que la tercera ola se dio por finalizada. Los resultados
obtenidos fueron comparados con el mismo periodo del afio previo, desde marzo de
2019 hasta febrero de 2020.

2. Diagnostico microbiologico de C. trachomatis y deteccion de genotipos L

El diagndstico inicial de la infeccion por C. trachomatis se realizé en el CS Sandoval
mediante técnicas comerciales de amplificacion de acidos nucleicos. El sistema
empleado fue Abbott RealTime CT/NG (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA) (Ver

descripcién de la técnica en el Capitulo 1).

Todas las muestras con resultado positivo para C. trachomatis en el cribado inicial
fueron enviadas, en las condiciones adecuadas, al Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario Ramdén y Cajal. Alli se llevéd a cabo una nueva extraccion de los acidos
nucleicos mediante el sistema Nuclisens EasyMag (bioMérieux, Inc, Durham, NC, USA),
de igual forma a lo descrito en el Capitulo I. La deteccidn de los genotipos asociados a
LGV (genotipos L1, L2 y L3) se realizd mediante una qPCR basada en la delecion de 36
pb del gen pmpH. Ademads, en todas las muestras se confirmd la presencia de C.
trachomatis mediante la amplificacion de un fragmento del gen ompA presente en todos
los genotipos de C. trachomatis [256]. Los cebadores y las sondas utilizadas para este fin

se describen en el Capitulo | (Tabla 1).
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RESULTADOS

Desde el inicio de la pandemia hasta el final de la tercera ola (marzo 2020-febrero de
2021), se diagnosticaron un total de 1.156 infecciones causadas por C. trachomatis, de
las cuales 284 fueron identificadas como genotipos L, lo que representa el 24,6%. Los
genotipos asociados a LGV se encontraron fundamentalmente en muestras rectales
(276/284; 97,2%), seguido por exudados uretrales (6/284; 2,1%) y orina (2/284; 0,7%).
La mayoria de los casos fueron detectados en HSH (281/284; 98,9%) y la asociacion con
VIH fue detectada en 145/284 pacientes, lo que representa el 51,1%. Durante el mismo
periodo del afio anterior (marzo 2019-febrero 2020) se identificaron 252 casos de
genotipos asociados a LGV entre las 1.526 muestras positivas para C. trachomatis, lo que
supone un 16,5%. De manera similar, la mayoria de las muestras donde se encontraron
los genotipos L fueron de origen rectal (245/252; 97,2%), seguido por exudados
uretrales (4/252; 1,6%), orina (2/252; 0,8%) y exudados faringeos (1/252; 0,4%).

En la Figura 43 se muestra la evolucién del nimero de casos de LGV diagnosticados
durante el periodo de estudio. Durante la primera ola, que coincidié con el
confinamiento mas estricto, el nimero de casos de LGV descendié drasticamente
respecto a los meses previos, pasando de 24,5 a 9,7 casos al mes. La proporcion de casos
de LGV con respecto al total de muestras positivas para C. trachomatis durante este
periodo fue superior que durante el periodo previo al confinamiento (1 enero-14 marzo
2020), pasando de 13,1% (49/375) a 16,6% (29/175) (Figura 44). Una vez finalizada la
primera ola, coincidiendo con el final del confinamiento y el periodo estival, la
proporcion de casos de LGV respecto a los de C. trachomatis alcanzé el 30% (84/280),

alcanzando una media de 28 casos al mes durante los meses de junio, julio y agosto.
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Figura 43. Evolucidén de los casos de linfogranuloma venéreo detectados durante el primer afio de la
pandemia por COVID-19 en Madrid (marzo-2020 a febrero-2021).
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Durante la segunda ola, el porcentaje de casos de LGV respecto a las muestras positivas
para C. trachomatis fue del 21,8% (81/371), ligeramente inferior a lo observado en el
periodo estival; sin embargo, el nimero de casos de LGV se mantuvo elevado, con una
media de 27 casos al mes. El impacto de LGV durante el intervalo de tiempo entre la
segunda y tercera ola no se evalué debido a que ambas olas practicamente se
sucedieron en el tiempo, con apenas un mes de diferencia. Ademas, coincide con un
mes con pocos dias laborables, por lo que las cifras podrias verse alteradas. Durante la
tercera ola se detecté un importante aumento en el nimero de casos de LGV
diagnosticados, con una media de 38,5 casos al mes y alcanzando 46 nuevos
diagnodsticos en febrero. Durante este mes se alcanzd el nimero mas alto de casos de
LGV durante el trascurso de la pandemia. Ademas, el porcentaje de casos respecto a las
muestras positivas para C. trachomatis también alcanzé el valor mas alto de la pandemia
durante este mes, del 32,9% (46/140).
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Figura 44. Porcentajes mensuales de los casos de linfogranuloma venéreo respecto al total de
muestras positivas para C. trachomatis por afio (marzo-2019 a febrero-2021).

De manera global, sicomparamos los primeros meses del afio 2020, justo antes del inicio
de la pandemia, con los primeros meses de 2021, la media de casos se incrementé de
24,5 a 38,5 casos al mes. Asimismo, también se observé un aumento significativo en el
porcentaje de casos de LGV respecto a C. trachomatis, evolucionando del 13,1% al 28,4%
(p<0,00001). Ademas, esa proporcién desde el fin del confinamiento fue siempre

superior a la del afo previo (Figura 44).
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DISCUSION

En este capitulo analizamos coémo la pandemia por COVID-19 y las medidas de
distanciamiento social aplicadas durante la misma afectaron a los nuevos diagndsticos
de LGV. El descenso en el nimero de casos de LGV durante el confinamiento es
coincidente con el observado para otras patologias [377]. Esto puede deberse a una
combinacion de diferentes factores. Por un lado, las medidas de distanciamiento social
aplicadas durante la primera ola, asi como las diversas recomendaciones relacionadas
con el comportamiento sexual [378], podrian haber influido en el aparente cambio
epidemioldgico. Sin embargo, también hay que tener en cuenta que las autoridades
sanitarias tomaron la decision de reducir al minimo las actividades sanitarias no
dedicadas al COVID-19, como la actividad presencial en los centros de atencién primaria
y las clinicas especializadas en ITS [379], lo cual supuso un descenso en el nUmero de
consultas [376] y en el numero de pruebas de laboratorio [380], y, por tanto, en el
numero de diagndsticos. Por ejemplo, en el estudio de Stephenson y cols. [369], hasta
un tercio de la poblacidn encuestada comunicd laimposibilidad de realizarse una prueba
diagnéstica de VIH o de otras ITS, hecho de especial importancia en el caso de
poblaciones vulnerables [381]. Como consecuencia, probablemente sélo los pacientes
con sintomatologia mas grave pudieron acudir a los centros sanitarios. En el estudio de
Chow y cols. se observd un descenso en el numero global de consultas, pero el nimero
de consultas relacionadas con eventos mas graves, como enfermedad pélvica
inflamatoria, fue similar al periodo previo al confinamiento [376]. Esta situacién podria
proporcionar mas oportunidades para la transmisién de las ITS, incluida la infeccion

causada por C. trachomatis, y, por tanto, del LGV.

El descenso observado en el niumero de diagndsticos de LGV se ajusta con lo observado
para otras ITS. En nuestro centro se observd un descenso global en el nimero de
diagndsticos para todas las ITS entre marzo y junio de 2020 respecto al mismo periodo
del aifo 2019. Este descenso se situd entre el 33,9% (proctitis por C. trachomatis) y el
81,1% (sifilis) [382]. Para los nuevos casos de LGV el descenso fue del 58,5%. En
Cataluiia, el numero de ITS diagnosticadas durante el confinamiento fue un 51% menor
al esperado, siendo ese descenso mayor para C. trachomatis (71%) y menor para la sifilis
(33%). Para el LGV, el descenso fue del 48%, dato muy similar al de nuestro estudio
[383].
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Tras la primera ola y el fin del confinamiento estricto, tanto el nimero de casos de LGV
como su proporcion respecto a las muestras positivas para C. trachomatis se vieron
incrementados. La relajacion de las medidas de distanciamiento (fase de desescalada) y
la reanudacién de los contactos sociales junto con la reapertura de los centros de
diagndstico de ITS explicaria en parte el aumento observado. También hay que tener en
cuenta que, a pesar de que la mayoria de los estudios notificaron un descenso tanto en
el nUmero de parejas sexuales [367] como en la frecuencia de las relaciones sexuales
[364] durante el confinamiento mds estricto, porcentajes no despreciables mantuvieron
la misma actividad sexual previa al confinamiento [368], lo que sumado a lo
anteriormente expuesto pudo haber acelerado el aumento de los casos de LGV tras el
confinamiento. Ademds, aunque los resultados son variables en cuanto al uso de
aplicaciones moviles, también es destacable que en poblacién HSH, una de las
poblaciones mas vulnerables, un 44,9% no modificé su uso para citas en persona a pesar
de las restricciones [368], lo que ha podido también tener impacto en la transmisién del

LGV durante el confinamiento.

La actividad clinica en nuestro centro fue aumentando progresivamente y pocos meses
después de su reapertura se alcanzaron los niveles previos a la pandemia. Durante la
segunda y tercera ola, finalizada la fase de desescalada en todo el territorio nacional, las
medidas aplicadas por partes de las autoridades sanitarias fueron menos estrictas, al
igual que en otros paises europeos [384]. En el caso de la Comunidad de Madrid se
establecié un plan de confinamiento selectivo, y, aunque existian medidas para
restringir los contactos sociales, las reuniones de hasta 10 personas (6 en zonas basicas
de salud confinadas) estuvieron siempre permitidas durante las sucesivas olas, lo que

podria explicar que la incidencia de LGV se mantuviera alta.

La proporcidn de casos respecto a las muestras positivas para C. trachomatis durante la
primera ola fue ligeramente superior que durante el periodo inmediatamente anterior
al confinamiento (16,6% frente a 13,1%). Esto posiblemente se deba a que, a pesar de
que globalmente el numero de casos fue menor (29 frente a 49), los pacientes
infectados por genotipos L suelen tener mas sintomatologia que los pacientes
infectados por genotipos no L [385], y, por tanto, fueron los Unicos pacientes que

acudieron a los centros para su diagnéstico durante el confinamiento mas estricto.

Ademads, durante este periodo los pacientes podrian haber pospuesto la visita a los
centros médicos, lo que podria haber provocado sintomas mas graves y complicaciones
adicionales en ausencia de tratamiento [386,387]. Sin embargo, a pesar de que la

actividad se recuperd casi por completo poco tiempo después de la primera ola, la

110



CAPITULO Il. Discusion

proporcién siguido aumentando, siendo siempre superior al mismo mes del afio previo,
lo que evidencia la continua propagacion durante el periodo de estudio. Ademas, es
importante sefalar los niveles preocupantes alcanzados al final de la tercera ola, con
mas de 40 nuevos diagnodsticos y una proporcion del 32,9% respecto al total de

infecciones causadas por C. trachomatis.

El temor al COVID-19 pudo condicionar la accesibilidad de los ciudadanos a las consultas
de ITS. Asi, en el periodo entre las dos primeras olas la capacidad diagndstica se fue
recuperando poco a poco; sin embargo, en la segunda ola, aun con medidas mas
relajadas, se observa un descenso en el nimero de muestras analizadas y nuevos
diagnodsticos de LGV. Por el contrario, esta situacion no se observa en la tercera ola,
cuando la vacuna contra COVID-19 empieza a administrarse a la poblacidn, lo que podria

generar cierto optimismo y un menor temor a la infeccién.

Hay que tener en cuenta que, ademas del impacto de la pandemia, desde finales de
2019 el CS Sandoval fue autorizado para la prescripcion de la PrEP para la prevencion
del VIH, lo que pudo impactar en los diagndsticos de LGV como consecuencia de un
aumento del cribado. Sin embargo, el aumento del cociente LGV/C.trachomatis
confirma un aumento de los casos de LGV entre este grupo poblacional. En los afios
previos, el maximo cociente LGV/C. trachomatis alcanzé el 19,2% en el 2016, mientras
que durante la ultima ola se alcanza un 28,4%, lo que supone un aumento del 1,7 veces

respecto al periodo 2015-2019 y de 2,8 veces respecto al periodo 2010-2014.

Los resultados expuestos en este capitulo revelan la falta de control de la epidemia de
LGV durante la pandemia por COVID-19. A pesar de las medidas de distanciamiento
social aplicadas, los contactos sexuales se mantuvieron. Esto, junto a la limitacién de
acceso a los centros de diagndstico tuvo como consecuencia la mayor dispersion de la
infeccidn, lo que se puso de manifiesto en los meses sucesivos, cuando la actividad

asistencial y diagndstica fue recuperando sus niveles normales.

Este capitulo destaca el impacto que la pandemia ha tenido en la propagacién de las ITS,
ejemplarizada en la dispersién de LGV en poblaciones vulnerables. Las redes sexuales
son cada vez mas complejas, lo que favorece el mantenimiento y dispersién de cualquier
agente infeccioso de transmisién sexual [388], escenario en el que la pandemia podria

haber contribuido como factor acelerador.

La situacidén epidemioldgica expuesta en los Capitulos | y Il de esta Tesis confirman el
reto actual que supone para la Salud Publica las ITS y redunda en la necesidad de

incrementar su diagndstico a través de cribados activos, aconsejando adecuadamente a
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los pacientes y contactos, aun siendo asintomaticos, para que se sometan a las pruebas
diagnodsticas, mantener la vigilancia de los casos de LGV y realizar estudios de

epidemiologia molecular en tiempo real.
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Despite social distancing measures implemented in
Madrid to prevent the propagation of SARS-CoV-2, a
significant increase (57.1%; 28.5 to 38.5 cases/month)
in cases of lymphogranuloma venereum was detected
during the COVID-19 pandemic. This unusual scenario
might have accelerated a shift in Chlamydia trachoma-
tis (CT) epidemiology towards a higher proportion
of L genotypes compared with non-L genotypes
in CT-positive samples. Our data underscore the
importance of surveillance of sexually transmitted
infections during the pandemic, in particular among
vulnerable populations.

In 2020, in response to the emergence and global
spread of severe acute respiratory syndrome corona-
virus 2 (SARS-CoV-2), different measures were under-
taken in an attempt to control and stop the propagation
of the infection. One of the measures widely used was
strict social distancing with lockdowns [1]. Several
studies have explored the impact of coronavirus dis-
ease (COVID-19)-related lockdowns on sexual practices
[2,3]. The social changes reported could potentially
decrease the risk of acquiring a sexually transmitted
infection (STI). We aimed to address the impact of a
national COVID-19-related lockdown in Spain during
the pandemic waves on the diagnosis of new cases
of lymphogranuloma venereum (LGV), an invasive STI
caused by L genotypes of Chlamydia trachomatis in a
large STI centre in Madrid.

www.eurosurveillance.org

National health system responses to the
pandemic waves in Madri

A nationwide lockdown started in Spain on 14 March
2020 and, after 2 weeks, was extended for an addi-
tional 98 days to 21 June. Of note, a de-escalation
strategy was started on 28 April, with differences
between the autonomous regions of the country. In
Madrid, one of the cities most affected by the COVID-19
pandemic, limited social contact (< 10 people) was per-
mitted from 24 May. During the successive pandemic
waves, different control measures were adopted, but
restricted social gatherings were always allowed.
The time periods for the three pandemic waves were
defined as follows: first wave from 10 March to 10 May
2020 (the first COVID-19 cases were diagnosed at the
end of February), second wave from 22 August to 22
November 2020 and third wave from 20 December
2020 to 20 February 2021.

Evolution of the lymphogranuloma
venereum epidemic

Our centre sees more than 25,000 patients annually,
and is the only authorised centre for prescription of
pre-exposure prophylaxis for HIV in Madrid, follow-
ing 1,200 patients regularly. We analysed data from
January 2020 to February 2021.

During the period of the pandemic from March 2020
to February 2021, a total of 284 LGV cases were diag-
nosed, of whom 51.1% (145/284) were HIV-infected
patients and 98.9% (281/284) were men who have
sex with men (MSM). An LGV case was defined in this
study as a person with laboratory confirmation: among
all C. trachomatis-positive samples, a real-time PCR



FIGURE 1

Evolution of lymphogranuloma venereum cases during
the COVID-19 pandemic, Madrid, Spain, March 2020-
February 2021 (n=284)

Lockdown W1 Second wave W22 Third wave
45 1 .
404 first wave

Number of cases

2020 2021

COVID-19: coronavirus disease; IW1: interwave period 1; IW2:
interwave period 2.

2 Analysis of IW2 was not performed because of a short timeframe.

Blue line: number of lymphogranuloma venereum cases; dashed
line: trend line.

based on pmpH gene deletion was used for detection
of L genotypes associated to LGV cases [4]. We tested
urine, urethral, pharyngeal and rectal swabs. The
majority of LGV cases were detected in rectal samples.
In the first pandemic wave, coinciding with the strict
lockdown, the number of cases decreased dramatically
compared with the previous 2 months (24.5 cases/
month to 9.7 cases/month) (Figure 1). However, the pro-
portion of LGV cases with respect to the positive sam-
ples for Chlamydia trachomatis (CT) during this period
(16.6%, 29/175) was higher compared with the pre-
lockdown period (13.1%; 49/375; 7 January—14 March)
(Figure 2). In the period between the first and second
wave (June—August 2020), the number of LGV cases
increased rapidly, reaching an average of 28 cases per
month, with a proportion of 30.0% LGV-positive of the
CT-positive samples (84/280).

During the second wave, the number of LGV cases
remained high, with an average of 27 cases per month,
and the LGV-positive per CT-positive proportion was
21.8% (81/371), which was slightly lower than in the
interwave period. The period between the second and
third pandemic wave was very short, and we were
unable to quantify the impact of LGV. During the third
wave, a notable increase in the number of cases was
observed (38.5 cases/month), reaching 46 new diagno-
ses in February 2021, which was the highest number
observed during the pandemic. Moreover, the per-
centage of LGV cases with respect to the CT-positive
samples also reached one of the highest values dur-
ing this month (32.9%, 46/140). Comparing the first
months of the study (coinciding with the pre-lockdown

period) with the same months in 2021 (the last period
of the study), the number of cases increased from 24.5
to 38.5 per month. In addition, we observed a signifi-
cant increase in the percentage of LGV cases, evolv-
ing from 13.1% to 28.4% (chi-square test; p<0.00001).
Furthermore, it is also of note that the proportion of
LGV to CT after the lockdown was always higher than in

2019 (Figure 2).

Ethical statement

This study was approved by the Ethics Committee
of Hospital Universitario Ramén y Cajal (Madrid)
(Reference 012/17).

Discussion

The decrease in the number of LGV cases during the
strict lockdown is in agreement with other studies [5].
This outcome was probably related to the Spanish gov-
ernment’s decision to minimise all healthcare activi-
ties that were not dedicated to COVID-19 in primary
care centres, such as STI clinics. As other authors
have reported, this led to a reduction in the number of
consultations [6] and in testing volume [7], since only
patients with LGV symptoms were able to access the
centres. In fact, a similar drop has been reported for
a wide range of communicable diseases [5]. During
this period, patients may have postponed visiting
any medical centres, which may have caused more
severe symptoms and additional complications in the
absence of treatment [8]. This consequently provided
more opportunities for transmission of CT infection,
facilitating the spread of LGV. Moreover, a European
study suggests that access to STI testing for vulner-
able populations may have been reduced during the
pandemic [7]. As expected, a reduction in the number
of sexual partners [9] and sex frequency [10] has been
reported; of note, an increase by 27.0% in the use of
mobile sex apps during the strict lockdown was also
detected [11]. These data could explain the significant
increase in the number of LGV cases and the propor-
tion with respect to the CT-positive samples following
the first wave. Nonetheless, the resumption of social
gatherings, including sexual activities, together with
an increase in the asymptomatic screening in the re-
opened STI centres [6] might also have led to the sub-
sequent increase in LGV cases after the lockdown.
However, the clinical activity in our centre increased
progressively and, now in 2021, has reached the same
levels as in the pre-pandemic period. During the sec-
ond and third waves, the measures were less strict,
as in other countries [12]. In Madrid, although social
contact was still limited, gatherings up to 10 people
were continuously allowed, which may explain why
LGV incidence remained high. However, throughout
the different periods of the pandemic, a progressive
increase was observed, reaching concerning levels in
the final days of the third pandemic wave. The propor-
tion of LGV of total CT during first pandemic wave was
higher compared with the pre-lockdown period. This is
probably because patients infected by L genotypes are
more likely to have symptoms than patients infected by

www.eurosurveillance.org



FIGURE 2

Monthly percentages of lymphogranuloma venereum cases with respect to Chlamydia trachomatis-positive samples by year,

Madrid, Spain, March 2019-February 2021 (n=536)
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IW1: interwave period 1; IW2: interwave period 2.

2 Analysis of IW2 was not performed because of a short timeframe.

The percentages represent the average of each pandemic wave period.

non-L genotypes [13], and therefore are among the only
patients to receive care during the strictest lockdown.
Nonetheless, it is important to note that the propor-
tion of LGV represented 32.9% of all CT infections dur-
ing February 2021, highlighting that the LGV epidemic
seemed to be challenging to control, continuing its
spread and replacement of non-invasive CT genotypes
among vulnerable populations.

Conclusion

Our data revealed that the restrictions (including lock-
down) have had no impact on reducing LGV transmis-
sion. It is important to make efforts to improve LGV
diagnosis and surveillance, focusing on high-risk
groups, such as MSM and other populations participat-
ing in dense sexual networks both during and after the
COVID-19 pandemic.
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CAPITULO Ill. Antecedentes

ANTECEDENTES

Los métodos de tipificacion molecular constituyen una herramienta esencial para la

vigilancia epidemioldgica global e investigacion de brotes, definir la estructura

poblacional de un microorganismo, asi como para conocer la evolucién genética de las

distintas especies. Estas técnicas estan basadas en el estudio de los acidos nucleicos,

ofreciendo, de manera general, un mayor poder de discriminacién y una mayor

reproducibilidad que las técnicas fenotipicas (practicamente en desuso). Cldsicamente,

estas técnicas pueden clasificarse en tres tipos [389]:

Métodos basados en el estudio de los perfiles de restriccion del ADN: se
fundamenta en la digestién del material genético con una enzima especifica y el
posterior analisis de los fragmentos en geles de agarosa mediante electroforesis
convencional (RFLP) o en campo pulsado (PGFE).

Métodos basados en la amplificacion de dacidos nucleicos: se basan en la
utilizaciéon de cebadores arbitrarios (RAPD, random amplification polymorphic
DNA) o de cebadores que hibridan de forma especifica con secuencias de ADN
repetitivas (rep-PCR), y posterior analisis de los productos de PCR en gel de
agarosa. También se incluyen las técnicas que estudian el polimorfismo en la
longitud de los fragmentos obtenidos tras digestion de los productos de PCR
(PCR-RELP).

Métodos basados en secuenciacién de acidos nucleicos: estas técnicas incluyen
la secuenciacién de un numero determinado de marcadores moleculares, como
las técnicas de MLST (multilocus sequence typing) o MLVA (multilocus variable-
number tandem repeat analysis), y las técnicas de secuenciacidon de genomas
completos. Estas aproximaciones nos aportan mayor poder discriminatorio que
las dos propuestas anteriores, siendo la secuenciacion de genomas completos la
de mayor poder de resolucidon y discriminacién gracias a que proporciona
informacién sobre la totalidad de los genes presentes en un microorganismo
[389,390].
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CAPITULO lll. Antecedentes

1. Esquemas de tipado en C. trachomatis

Los métodos para la caracterizacion de los microorganismos son una herramienta
fundamental para resolver cuestiones clinicas, evolutivas y epidemiolégicas. En el caso
concreto de C. trachomatis, es necesario disponer de esquemas de tipado que nos
permitan tener un conocimiento mas adecuado de la epidemiologia local o global.
Ademas, estos métodos también pueden ayudar a resolver situaciones clinicas
relativamente frecuentes como es la persistencia (consecuencia de un fracaso en el
tratamiento) o las reinfecciones [250], asi como para monitorizar la apariciéon de nuevas
genovariantes que puedan tener implicacion en las técnicas diagndsticas. EI mejor
ejemplo de esto ultimo es el caso de la llamada variante sueca (nvCT), la cual presenta
una delecién en el plasmido que impedia su deteccién mediante las técnicas comerciales

disponibles en ese momento [391].

Si bien los esquemas de tipado para C. trachomatis se han utilizado fundamentalmente
para caracterizar la diversidad bacteriana en un area determinada, debe profundizarse
en el objetivo de resolver las redes formadas por individuos infectados por las mismas

variantes que se transmiten por contacto sexual.

1.1. Métodos de tipificacion serologicos

Desde 1960, la clasificacion de C. trachomatis se ha basado en la caracterizaciéon de la
proteina MOMP (proteina principal de membrana externa), codificada por el gen ompA
(anteriormente omp1). Esta proteina representa el 60% del peso total de las proteinas
de membrana externa [392], con un peso molecular de 40-45 kDa, y cuyas funciones
principales son la de actuar como adhesina y porina [393]. Ademas, constituye una de
las proteinas con mayor capacidad inmunogénica, y, por tanto, sometida a una elevada
presidon de seleccién y alta variabilidad [394]. La proteina MOMP consta de 4 dominios
variables (VD I-IV) flanqueados por 5 dominios constantes (CD I-V) altamente
conservados. Estudios inmunoldgicos basados en la proteina MOMP supusieron la base
para la identificacion de los distintos serotipos o serovares de C. trachomatis [395,396],
estableciéndose un total de 18 serovares (A, B/Ba, C, D/Da, E, F, G/Ga, H, |/la, J, K, L1, L2
y L3), y siendo las diferencias antigénicas presentes en los dominios variables las
principales responsables de la diferenciacién de los mismos. Ademads, en base a la
relacion serolégica, los serovares se dividieron en tres serogrupos: serogrupo B
(serovares B/Ba, D/Da, E, L1y L2), serogrupo C (serovares A, C, H, I/lay J) y serogrupo
intermedio (serovares F, G/Ga, Ky L3) [397].
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En un primer momento, el serotipado se realizaba con técnicas de
microinmunofluorescencia utilizando sueros polivalentes [398,399]. Mas adelante se
comenzaron a utilizaron anticuerpos monoclonales [400]. Sin embargo, estos métodos
requieren el cultivo celular de la bacteria, convirtiéndolos en técnicas dificiles de

implementar y, ademads, con bajo poder discriminatorio (Tabla 4).

1.2. Métodos de tipificacion molecular
1.2.1. Tipificacion molecular basada en ompA

Con la llegada de la era gendmica, la secuenciacidn del gen ompA permitié establecer
los genotipos de C. trachomatis en base a las diferencias nucleotidicas de este gen,
siguiendo la misma nomenclatura establecida por los métodos seroldgicos. El gen ompA
es un gen cromosOmico con un tamafo de 1,2 kb, cuya secuencia se divide,
paralelamente a lo descrito para la proteina MOMP, en 4 segmentos variables (VSI-IV) y
5 segmentos constantes (CSI-V), siendo los segmentos variables VSI y VSII los que
ofrecen mayor poder de discriminacion [401,402]. Alternativamente a la secuenciacién,
se desarrollaron diversas técnicas para la tipificacion molecular de C. trachomatis
basadas en la amplificacion de este gen, como PCR-RFLP, hibridacion, o el analisis de

curvas de melting. Actualmente la mayoria de estas técnicas estan en desuso.

1.2.1.1. PCR-RFLP

Estas técnicas consisten en la amplificacién del gen ompA seguido de la digestién con un
enzima de restriccion. Posteriormente, los fragmentos obtenidos tras la digestion se
separan mediante electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida, obteniéndose un
patrén de bandas caracteristico para cada genotipo (Figura 45A). Este método ha sido
ampliamente utilizado, habiendo demostrado ser una técnica sencilla; sin embargo, su
poder de discriminacion es limitado. Por otra parte, la necesidad de utilizar diferentes
tipos de enzimas de restriccion o la necesidad de dobles digestiones para algunos

genotipos dificulta un abordaje rapido y eficaz [403,404].

1.2.1.2. Métodos de hibridacion

Estos métodos consisten fundamentalmente en dos pasos: 1) amplificacién de las
regiones variables VSI-VSIl o sélo VSII del gen ompA, 2) posterior hibridacion reversa
mediante el uso de sondas especificas para cada genotipo (Figura 45B). Estas técnicas,
a pesar de que permiten la deteccion de infecciones mixtas [405], son

metodolégicamente laboriosas.
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1.2.1.3. Analisis de curvas de melting

Este método se basa en la amplificacion de la regién variable VSII del gen ompA
mediante PCR a tiempo real utilizando un agente intercalante del ADN. Seguidamente,
la obtencién de las curvas de melting tiene lugar gracias a la fusidon (o melting) del
producto amplificado mediante una rampa de temperaturas desde 729C a 952C [406]
(Figura 45C). Sin embargo, no tiene un buen poder de resolucidn, ya que el analisis crudo
de las curvas no permite diferenciar todos los genotipos y pequefas diferencias en la
secuencia nucleotidica del gen ompA pueden dar lugar a perfiles de melting muy
similares. Afios después, se propuso el uso de esta misma técnica, pero incluyendo la
amplificacién de dos fragmentos, ompA, y un gen que codifica para una proteina
hipotética de membrana, dando lugar al método conocido como CtGEM (Chlamydia
trachomatis genotyping by melting), de mayor resolucién [407].
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Figura 45. Métodos moleculares basados en ompA para la identificacion y genotipado de C.
trachomatis. A) PCR-RFLP [408], B) Hibridacién [409] y C) Curvas de melting [410].

Los métodos basados en el gen ompA tienen una importante limitacién, y es que, tal y
como se evidenciaba mediante el serotipado basado en la proteina MOMP, los distintos
genotipos asignados en funcion de la secuencia nucleotidica del gen ompA no se
correlacionan adecuadamente con el tropismo tisular de los tres principales patotipos:

ocular, genital e invasivo (Figura 46).
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Figura 46. Arbol filogenético de minima evolucién basado en la diversidad del gen ompA. En naranja,
los genotipos asociados a tracoma; en amarillo y azul, los relacionados con la infeccién urogenital no
invasiva; en lila, los genotipos asociados a linfogranuloma venéreo [411].

1.2.2. Tipificacion molecular basada en los genes pmpH y ompA

Debido a las limitaciones de ompA, se llevd a cabo la busqueda de otros genes que
permitieran establecer un paralelismo entre genotipo y tropismo tisular, siendo las
proteinas polimdrficas de membrana (PMP) unas las seleccionadas por mostrar esta
capacidad [412,413]. Las PMP en C. trachomatis, codificadas por los genes pmpA-pmpl,
forman un grupo de 9 proteinas localizadas en la membrana externa, cuyo papel
fundamental es la adhesion, pero también actian como proteinas autotransportadoras
[414] y tienen capacidad inmunogénica. Su secuencia nucleotidica es altamente diversa,
de modo que ninguno de los genes pmp se parece mas de un 52% a otro [415]. Las
reconstrucciones filogenéticas mostraron que 6 de los 9 genes pmp se agrupaban en
funcién del tropismo tisular. Esto fue especialmente evidente para pmpF y pmpH'y, en

menor medida, para pmpB, pmpC, pmpG y pmpl (Figura 47).
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Figura 47. Reconstruccién filogenética de la secuencia nucleotidica de los genes pmpH y pmpF. En
verde, se identifican los genotipos asociados a tracoma; en azul, los genotipos relacionados con la
infeccién urogenital no-invasiva, y en rojo se identifican los genotipos asociados a la infeccidn
urogenital invasiva (LGV). Adaptado de Gomes y cols., 2006 [412].

Diversos estudios han demostrado la capacidad de estos genes para agrupar los distintos
genotipos en funcion de sus caracteristicas patogénicas, siendo el gen pmpH uno de los
mejores candidatos, ya que presenta suficiente divergencia entre patotipos, pero con
pocas diferencias entre los miembros de un mismo grupo [416]. Ademas, pmpH permite

diferenciar L2 de L1-L3, lo cual no ocurre utilizando pmpF (Figura 47).

Por estas razones, clasicamente la estrategia mas utilizada para el genotipado de C.
trachomatis ha sido la realizacion de una primera PCR especifica dirigida al gen pmpH
que discrimine los patotipos principales [417], seguido de la caracterizacién del gen
ompA para establecer las posibles relaciones entre los miembros de un mismo genotipo
[418]. La presencia de una delecidn especifica de 36 pb exclusiva de los miembros del
genotipo L ha permitido su uso como diana en técnicas diagndsticas. Para el gen ompA,
se ha propuesto el uso de PCR anidadas para mejorar la sensibilidad, ya que sélo existe

una copia del gen y la carga bacteriana en las muestras suele ser baja [419].

1.2.3. Tipificacion molecular de alta resolucion

Si bien la combinacion de pmpH y ompA han resultado de gran utilidad para la correcta
asignacion de genotipos, posiblemente sea una estrategia con poco poder de
discriminacion para estudios precisos de epidemiologia molecular [420]. Por ello, se han
desarrollado diversos métodos basados en varios segmentos del genoma que nos

ofrecen un mayor poder de resolucion epidemioldgica.
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1.2.3.1. Multilocus sequence typing (MLST)

El MLST es un método muy utilizado en el tipado molecular de los microorganismos;
éste se basa en la amplificacion y secuenciacion de varios fragmentos génicos (o alelos),
con un tamaiio entre 300 y 500 pb. Asi, la secuencia obtenida de cada fragmento es
asignada a un numero dando lugar a una combinacién o perfil especifico denominado
secuenciotipo (ST). Estos esquemas permiten la comparacion entre laboratorios,
proporcionando una buena discriminacidn y precision. En el caso de C. trachomatis, se
han propuestos tres esquemas MLST, dos de ellos basados en genes housekeeping o

genes altamente conservados [411,421] y uno basado en regiones hipervariables [422].

a) Esquemas basados en genes housekeeping
El primer esquema MLST fue propuesto por Pannekoek y cols., basandose en 7 genes
housekeeping del orden Chlamydiales, y valido tanto para C. trachomatis como para C.
pneumoniae [421]. Los genes que incluye este esquema son: gatA (subunidad A de la
asparti/glutamil amidotransferasa), oppA-3 (proteina de unidon a oligopéptidos), hfiX
(proteina de unién a GTP), gidA (tRNA-uracil-5-metiltransferasa), enoA (enolasa), hemN
(coproporfirindgeno lll oxidasa) y fumC (fumarato hidratasa). Sin embargo, la variacién
observada en estos genes fue limitada, siendo 4 el nimero maximo de cambios no
sindnimos observados (en fumC). El analisis filogenético del concatenado de los genes
permitio agrupar las cepas en tres complejos clonales, pero no relacionados con los tres

patotipos (Figura 48A).

Un ano después, Dean vy cols. propusieron un segundo esquema MLST, en el que los
genes seleccionados fueron de nuevo 7: glyA (serina hidroximetil transferasa), mdhC
(malato deshidrogenasa), pdhA (piruvato deshidrogenasa), yhbG (proteina de unién al
ATP del transportador ABC), pykF (piruvato quinasa), lysS (lisil-ARNt sintetasa) y leuS
(leucil-ARNt sintetasa) [411]. Estos genes, la mayoria de ellos codificantes de enzimas
metabdlicas esenciales, estaban localizados en regiones cromosdmicas alejadas entre si,
lo que hacia improbable que un evento de recombinacion introdujera mds de un gen
seleccionado. El analisis del concatenado de estos genes también permitié la
diferenciacién de tres complejos clonales, esta vez relacionados con los tres patotipos
(Figura 48B).
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Figura 48. Reconstruccién filogenética de los fragmentos génicos utilizados en los esquemas MLST
basados en los genes housekeeping de C. trachomatis. A) Esquema propuesto por Pannekoek y cols.
[421]. B) Esquema propuesto por Deany cols. [411].

b) Esquemas basados en genes hipervariables
El esquema MLST propuesto por Klint y cols. fue el primer esquema que propuso la
utilizacidn de zonas altamente polimdrficas en lugar de genes altamente conservados,
con el objetivo de aumentar la resolucién. Este esquema fue disefiado utilizando 16
secuencias de referencia [422], seleccionandose un total de 5 fragmentos genéticos:
CT046 (gen hctB, que codifica para una proteina de unién al ADN), CT058 (proteina
hipotética), CT144 (proteina hipotética), CT172 (proteina hipotética) y CT682 (gen pbpB,
qgue codifica para la proteina de unién a la penicilina). A pesar de que el nivel de
polimorfismos detectados en estos genes fue inferior al de ompA (excepto para pbpB),
el uso de la combinacidon ha demostrado tener un mayor poder discriminatorio que
ompA, proporcionando una buena herramienta para los estudios epidemioldgicos de C.

trachomatis.

1.2.3.2. Multilocus variable-number tandem repeat analysis (MLVA)

Este método consiste en el andlisis del nUmero de repeticiones en tdndem presentes en
multiples loci denominados VNTR (Variable Number Tandem Repeat). Esto da lugar a
distintas longitudes en ese fragmento, lo que proporciona diferencias entre las cepas.
Estas repeticiones se generan normalmente por errores durante la replicacién del ADN

[423]. Para realizar esta técnica normalmente se realiza un primer paso de amplificacion
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del fragmento en cuestion, seguido de una electroforesis capilar que ayuda a determinar

el tamafo del amplicon o bien, mas frecuentemente, seguido de secuenciacion [424].

En el caso de C. trachomatis, se ha propuesto un esquema MLVA dirigido frente a tres
regiones VNTR: CT1291, CT1299 y CT1335 [425], para su uso en combinacidn con el gen
ompA. Este esquema ha demostrado tener un alto poder discriminatorio en

comparacion con la secuenciacién del gen ompA [426].

Estudios comparativos entre los distintos esquemas propuestos para C. trachomatis han
demostrado que este esquema, junto con el esquema MLST basado en genes
hipervariables, son los que proporcionan un mayor poder de discriminacion [426] (Tabla
4). También han surgido modificaciones del esquema MLST de Klint y cols. y del esquema
MLVA-ompA, asi como la combinacion de ambos, con mayores poderes de

discriminacion [427].

Tabla 4. Resumen de las caracteristicas de los principales esquemas para el
tipado de C. trachomatis.

NUMERO DE PODER DE

Locl DISCRIMINACION (D)
Serotipado - 0,5
Secuenciacion de ompA 1 0,82
MLST (genes housekeeping) 7 0,81
MLST (genes hipervariables) 5 0,95
MLVA-ompA 4 0,97
MLST + MLVA 8 0,99
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2. Secuenciacion de genomas completos en C. trachomatis

En los ultimos anos, el desarrollo de las técnicas de secuenciacidén ha permitido que la
obtencién de las secuencias de genoma completo sea cada vez mas accesible,
favoreciendo su aplicacion para casi cualquier especie microbiana [390]. Hasta hace
relativamente poco, la secuenciacién de genomas completos en C. trachomatis requeria
el cultivo previo para conseguir grandes cantidades de material genético, técnica
laboriosa que requiere tiempo y consumo de recursos. Estas dificultades hacen que el
numero de secuencias disponibles en bases de datos publicas sea muy inferior al de
otras especies, para las cuales ese numero ha aumentado extraordinariamente en los

ultimos anos (Figura 49).
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Figura 49. Nimero de genomas completos disponibles en la base de datos del NCBI (National Center
for Biotechnology) por afio [428].

Por ello, se han propuesto diversos métodos independientes de cultivo que permiten la
secuenciacion directamente a partir de la muestra [429]. Estos métodos se dividen en
métodos no dirigidos y dirigidos. Los primeros incluyen la amplificacién por
desplazamiento multiple (MDA) y métodos de agotamiento-enriquecimiento, basados
en la separacion del ADN metilado del no metilado. En los métodos dirigidos se incluyen
la separacidn inmunomagnética-MDA, captura de secuencias mediante tecnologia

SureSelect X" (Agilent Technologies) y PCR multiplex en microgotas.

Los métodos basados en captura de secuencias son uno de los mas utilizados. Estos son
capaces de aumentar hasta un 91% el nimero de secuencias obtenidas que pueden ser

“mapeadas” contra el genoma de referencia [430]. Sin embargo, el rendimiento es
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variable segln los estudios. Por ejemplo, en el estudio realizado por Bowden y cols. se
logré secuenciar el 100% de las muestras [431]; Christiansen y cols. secuenciaron de
forma éptima el 80% de las muestras de orinas y exudados vaginales [430]. Sin embargo,
Borges y cols. Unicamente lograron secuenciar 15/25 muestras rectales (60%) [432]. En
un estudio reciente en el que participaron varios paises europeos y Australia, se logré
secuenciar de forma adecuada solamente 95 de 321 muestras (29,6%), ya que el resto
no cumplia los requisitos necesarios para aplicar la técnica [166]. Estos datos ponen de
manifiesto que, a pesar de la disponibilidad de los métodos independientes de cultivo,
éstos no son aun eficientes para llevar a cabo de forma éptima la secuenciacion de C.

trachomatis a partir de muestra directa.

3. Aplicacion de los esquemas de tipado molecular a la epidemiologia de los
genotipos L

La secuenciacién del gen ompA ha sido la técnica mas utilizada para el genotipado de C.
trachomatis, incluyendo a los genotipos L. La secuenciacidn de este gen en las primeras
cepas obtenidas del brote iniciado en Paises Bajos revelé que dicha variante presentaba
un cambio aminoacidico en la posicion 162 (N162S) respecto al genotipo L2,
genovariante a la que denominaron L2b. A partir de ese momento, estudios
epidemioldgicos basados en ompA revelaron que la dispersion de la epidemia estaba
asociada fundamentalmente a la cocirculacién de dos genovariantes: L2b y L2 [228]. Sin
embargo, el poder de discriminacién de ompA es limitada, encontrandose demasiada
homogeneidad entre las cepas de LGV. Adema3s, la secuenciacion parcial de ompA podria
impedir la deteccién de variantes recombinantes mads virulentas, como la variante
recombinante L2c (recombinante entre los genotipos L2 y D, y cuyo gen ompA es
idéntico al de L2) [164].

Las técnicas MLST disponibles para Chlamydia han demostrado resultados variables
para los genotipos L. El MLST disefiado para el orden Chlamydiales no es capaz de
diferenciar ningln genotipo L, englobando a L1, L2 y L3 en un Unico ST (Figura 48A). El
MLST propuesto por Dean y cols., también basado en genes housekeeping, sélo es capaz
de discriminar L2b del resto de genotipos L (Figura 48B). El esquema mas ampliamente
utilizado ha sido sin duda el esquema MLST basado en genes hipervariables [422],
aungue con resolucion también limitada en los genotipos L. En un estudio realizado en
Europa y Estados Unidos, todas las cepas compartian idéntico ST a pesar de las
diferencias geograficas [433]. Los mismo fue descrito en Suecia, en el que todas las cepas
de LGV pertenecian al ST58 [434]. El esquema MLVA-ompA propuesto por Pedersen y

cols. también se ha aplicado al estudio de la epidemiologia molecular de LGV. Uno de
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los estudios mds amplios ha sido realizado en Reino Unido, en el que se caracterizaron
un total de 162 genotipos L, detectandose un total de 6 genotipos MLVA-ompA [254].
La baja diversidad observada mediante la aplicacidon de estos métodos puede deberse
al bajo grado de diversidad genética en C. trachomatis, con mas de un 98% de identidad
de secuencia entre los distintos genotipos [435], siendo todavia menor en los genotipos
L [436].

La secuenciacion de genomas completos supone la técnica definitiva como herramienta
epidemioldgica. Ademds, nos proporciona informacién sobre posibles eventos de
recombinacién y mutacién, lo que nos ayuda a conocer la evolucion de los genotipos L.
Uno de los hallazgos mdas importantes gracias a los estudios de secuenciacidon de
genomas completos es que los genotipos L causantes de la epidemia actual comparten
el mismo “esqueleto molecular”, correspondiente a la genovariante L2b [166], lo cual
pone de manifiesto el éxito y la expansidon de este linaje. Sin embargo, la viabilidad de
implementar estas técnicas de manera generalizada no es asumible hoy en dia por su
baja eficiencia, la tecnologia requerida y los requerimientos econdmicos. Por ello, es
necesario implementar nuevas estrategias especificas para conocer con mejor precision

la epidemiologia molecular de LGV.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La aplicacién limitada de los esquemas MLST para la caracterizacion de la diversidad de
genovariantes de los genotipos L, junto con las dificultades metodolégicas observadas
en la implementacién de las técnicas de secuenciacién masiva, hacen necesario la
disponibilidad de esquemas de tipado especificos para los genotipos L. Ademads, dada la
baja diversidad observada, se requieren esquemas que prioricen la seleccién de genes

altamente polimdrficos que nos ofrezcan un mayor grado de resolucién.

Los objetivos de este capitulo fueron:

1. Identificar una nueva combinacion de marcadores moleculares basados en la

variabilidad genética de los genotipos L.

2. Inferir mediante andlisis in silico el poder de discriminacidn del nuevo esquema
y el de las estrategias ya disponibles para la caracterizacion molecular de los

genotipos L de C. trachomatis.

3. Comparar el poder de discriminacion del nuevo esquema propuesto con el
esquema de tipado que mejores resultados rinda a priori del analisis anterior
mediante la utilizacidon de muestras previamente identificadas como genotipos
L.

4. Aplicar el nuevo esquema para mejorar nuestro conocimiento de la actual

epidemia de LGV en Madrid mediante un analisis espacial y temporal.
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MATERIAL Y METODOS

1. Conjunto de datos y analisis de diversidad

En primer lugar, se descargaron todas las secuencias de genoma completo de los
genotipos L de C. trachomatis disponibles en la base de datos publica del NCBI (n=29)

(ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genbank/bacteria/?/latest assembly versions).

El listado de los genomas utilizados se detalla en la Tabla 5. La ultima actualizacion del

conjunto de datos fue en enero de 2019.

Tabla 5. Listado de cepas utilizadas para el analisis de diversidad (n=29).

NOMBRE NUMERO DE ACCESO
L2b/UCH-1/proctitis NC_010280
434/Bu NC_010287
L2c NC_015744
L1/115 NC_020929
L2/25667R NC_020930
L2b/UCH-2 NC_020931
L2b/Ams1 NC_020933
L2b/Ams2 NC_020934
L2b/Canadal NC_020935
L2b/Ams5 NC_020936
L1/440/LN NC_020937
L2b/795 NC_020938
L2b/8200/07 NC_020945
L1/224 NC_020973
L3/404/LN NC_020974
L2b/LST NC_020975
L2b/CV204 NC_020976
L2b/Ams3 NC_020977
L2b/Ams4 NC_020978
L2/434/Bu(i) NC_021050
L2/434/Bu(f) NC_021052
L2tetl NZ_ACUI01000001
L2b/CS19/08 NZ_CP009923
L2b/CS784/08 NZ_CP009925
et
434Bu |scor:zrac'c)(ranHO(:£tryT/]_eParental NZ_CP019386
434Bu |52Lart§r:cijs3(§r18e4 IGR::Tn NZ_CP019387
LGV913 NZ_CVNC01000001
LGV1339 NZ_CVND01000001
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Con la herramienta de busqueda de alineacién bésica local (BLAST) disponible en el NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), se encontraron un total de 878 genes
utilizando la secuencia L2b/UCH-1/proctitis (NC_010280) como referencia. El

alineamiento de las secuencias se realizd utilizando el software MAFFT [437],
permitiendo eliminar todas aquellas posiciones que contenian gaps o no tenian datos
de secuenciacion. A continuacion, se estimé para cada uno de los genes la diversidad
evolutiva media (indice D), definida como el nimero de sustituciones nucleotidicas por
sitio a partir del promedio de la poblacién, para lo que se utilizé el modelo de Tamura-
Nei [438]. Los analisis evolutivos se realizaron utilizando el software MEGA 7.0 [257].
Para los genes con mayor diversidad entre los genotipos L, se repitié el mismo analisis,
pero en este caso utilizando solamente las secuencias del linaje L2b, por ser el Unico con
mas de dos secuencias disponibles. Aquellos genes con mayor indice D fueron

seleccionados para el nuevo esquema.

Posteriormente se realizd el mismo analisis in silico para los genes utilizados en los
esquemas de tipado previamente descritos para C. trachomatis: dos esquemas MLST,
correspondientes a Klint y cols. y Dean y cols. [411,422], y el esquema MLVA-ompA de
Pedersen y cols. [425], con el objetivo de inferir el poder de discriminacién de estos
esquemas para los genotipos L de C. trachomatis. Por tanto, se estimo el indice D para
los genes glyA, mdhC, pdhA, yhbG, pykF, lysS y leuS, correspondientes a los genes del
esquema de Deany cols., asi como para las regiones hipervariables CT046 (hctB), CTO58,
CT144, CT172 y CT682 (pbpB) del esquema de Klint y cols., y se evalud la diversidad en
el niUmero de las repeticiones en tdandem de las regiones CT1291, CT1299 y CT1335 junto

con la de ompA, correspondientes al esquema MLVA-ompA de Pedersen y cols.

2. Seleccion de muestras

Una vez definidos los genes para el nuevo esquema, se seleccionaron 68 muestras
clinicas de forma aleatoria en las que previamente se habian detectado genotipos L. Esas
muestras fueron obtenidas entre julio de 2017 y septiembre de 2018 procedentes de 68
pacientes atendidos en el Hospital Universitario Ramén y Cajal y el CS Sandoval. La
deteccidn de los genotipos L se realizd mediante gPCR basada en la delecidon de 36 pb
del gen pmpH presente exclusivamente en los genotipos L, seguido de una posterior
secuenciacion de dicho gen, tal y como se describe en el Capitulo | de esta Tesis. Segln
la localizacién, 59/68 (86,8%) correspondieron a exudados rectales, 7/68 (10,3%) fueron
Ulceras, 1 procedente de la puncién de una adenopatia y 1 correspondiente a un

exudado endocervical.
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3. Amplificacién y secuenciacion de los genes a estudio

Inicialmente se realizd la extraccién del material genético de todas las muestras
utilizando la plataforma NucliSENS® EasyMag® (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France), tal

y como se ha descrito en el Capitulo I.

En una primera ronda, se llevé a cabo la amplificacidon y secuenciacion de los genes
seleccionados para el esquema propuesto en este capitulo (CTLon_0054, CTLon_0087,
CTLon_0243 y CTLon_0301) junto a los genes correspondientes al esquema MLST
propuesto por Klint y cols. en 28 de las 68 muestras seleccionadas, con el objetivo de
comparar el poder de discriminacion entre ambas estrategias. En una segunda ronda,
solamente se amplificaron y secuenciaron los genes seleccionados en las 40 muestras
restantes. Ademas, se amplificé/secuencié un fragmento de 990 pb del gen ompA en
todas las muestras, utilizando los cebadores y condiciones descritas en el Capitulo |
(Tabla 1). Los cebadores utilizados para la amplificacién y secuenciacién de los genes

seleccionados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones y cebadores utilizados para la amplificaciéon y secuenciacién de los genes
seleccionados en este capitulo.

T2 Tiempo Tamaiio
Region Cebador Secuencia (5°-3") hibridacién | elongaciéon | amplicén
(2C) (pb)

CTLon_0054_F ATGCTTCATCTATGTGATGT
CTLon_0054 54 1 min 768
CTLon_0054_R TTACTCCTGGGTAACGACAT

CTLon_0087_F | GCTTTATGGAGTGAGTACACT
CTLon_0087 58 1 min 574
CTLon_0087_R | CCTGAAGAAATGAAGAGTGCT

CTlon_0243 F | TCGAAACCAGTTCTTATCTCT 1 min 15
CTLon_0243 57 1.020

CTLon_0243 R | GAGATCATTCAAAGCGTCTGT seg

CTLon_0301 _F | TGGAACCCTAATAAAGTAGT 1 min 30
CTlLon_0301 54 1600

CTLon_0301 R | TTGCCTTAGTAATTTCTCCT seg

La amplificacion de los genes seleccionados se realizé mediante PCR convencional en un
volumen final de 50 pl utilizando las siguientes concentraciones finales de los reactivos:
tampon de reaccion (10x), MgClz (1,5 mM), dNTPs (0,2mM de dATP, dGTP, dCTP, dTTP),
cebadores directo y reverso (0,6mM cada uno) y la enzima AmpliTag Gold ADN

polimerasa (1,5U). Se utilizaron 5 pl de ADN molde en todas las PCR. Las condiciones
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empleadas fueron las siguientes: 1 ciclo de activacion a 942C, 12 min, seguido de 40
ciclos de 942C, 1 min, hibridacién durante 1 min (las temperaturas de hibridacion para
cada PCR se muestran en la Tabla 6), elongacién a 722C (los tiempos para cada gen se

muestran en la Tabla 6) y, por ultimo, una elongacién final de 722C, 10 minutos.

La amplificacién de los fragmentos CT046 (hctB), CT058, CT144, CT172 y CT682 (pbpB)
se llevd a cabo mediante PCR convencional siguiendo el esquema desarrollado por Klint
y cols. [422] (Tabla 7). Las mezclas de reaccién contenian 1,5mM de MgCl,, 0,2 mM de
dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,4 uM de cada cebador y 0,5U de la enzima AmpliTaq
Gold ADN polimerasa, en un volumen final de 25 pl, utilizandose 5 ul de ADN molde para
todas las PCR. Los programas de temperaturas fueron iguales para todas las regiones:
desnaturalizacion inicial durante 12 minutos a 94°C, seguida de 40 ciclos de
desnaturalizacién durante 45 segundos a 94°C, hibridacion durante 45 segundos a 60°C
y elongacion durante 90 segundos a 72°C. La amplificacion finalizé con una elongacién

durante 10 minutos a 72°C.

Tabla 7. Cebadores utilizados para la amplificacion y secuenciacién de los genes del esquema MLST
basado en genes hipervariables [422].

. . . e oy Tamaiio
Region Cebador Secuencia (5°-3) amplicon (pb)
Hctb39F CTCGAAGACAATCCAGTAGCAT
686-904
LS (s Hctb794R CACCAGAAGCAGCTACACGT
CT222F CTTTTCTGAGGCTGAGTATGATTT
CT058 1.499
CT1678R CCGATTCTTACTGGGAGGGT
CT144:248F ATGATTAACGTGATTTGGTTTCCTT
CT144 799
CT144:1046R GCGCACCAAAACATAGGTACT
Four268F CCGTAGTAATGGGTGAGGGA
CT172 378-685
Four610R CGTCATTGCTTGCTCGGCTT
pbpB1F TATATGAAAAGAAAACGACGCACC
2 B 2.
g el pbpB2366R TGGTCAGAAAGATGCTGCACA 377

La visualizacién de los productos de PCR, la purificacidon enzimatica y la secuenciacion se

realizé siguiendo lo descrito en el apartado 4 de la seccién Material y métodos del

Capitulo I.
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3.1. Analisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas de los genes secuenciados en el apartado anterior se
analizaron y ensamblaron utilizando los softwares Chromas 2.6.6 (Technelysium,
Queensland, Australia) y Vector NTI Advance (Invitrogen, Cergy-Pontoise, Francia),
respectivamente. Para descartar posibles errores de secuenciacion, las secuencias se
alinearon y editaron junto a las secuencias de referencia disponibles en la base de datos

publica de GenBank (www.nchi.nlm.nih.gov) utilizando el algoritmo ClustalW

implementado en el software MEGA 7.0 [257], eliminandose también las mutaciones

presentes en los extremos.

3.2. Multi Locus Sequence Typing (MLST)

Las secuencias de cada uno de los genes hipervariables del esquema MLST de Klint y
cols. obtenidas para cada genotipo L se introdujeron en la base de datos de MLST de

Chlamydiales (https://pubmlst.org/organisms/chlamydiales-spp) y se compararon con

los alelos ya descritos. Se obtuvo un alelo (denominado con un nimero) para cada uno
de los 5 fragmentos cuya combinacion generd un perfil alélico al que se le asigné una

secuencia tipo (ST).

3.3. Analisis filogenético

Para realizar el analisis filogenético, en primer lugar, se obtuvo la secuencia concatenada
de todos los genes para cada uno de los esquemas evaluados. El tamafio del fragmento
obtenido del concatenado de CTLon_0054, CTLon_0087, CTLon_0243, CTLon_0301 vy
ompA fue 4.042 pb, mientras que el tamafio del fragmento compuesto por los genes
CT046 (hctB), CT058, CT144, CT172 y CT682 (pbpB) fue 2.682 pb. Posteriormente, las
secuencias concatenadas para cada una de las muestras se alinearon mediante el
algoritmo ClustalW implementado en el software MEGA 7.0 [257]. El modelo de
sustitucion nucleotidica para cada gen se selecciond utilizando el software jModelTest
[258]. A continuacidn, se construyeron arboles filogenéticos de maxima verosimilitud
tanto para los concatenados de los fragmentos de cada uno de los esquemas como para
las secuencias de genoma completo obtenidas del NCBI mediante el software PhyML 3.0
y basandose en el modelo GTR+G+l (“General Time Reversible” + distribucién gamma +
proporcién de tasas invariables). Para el célculo del soporte de cada rama se empled la
prueba estadistica aLRT (approximate likelihood ratio test) basado en el procedimiento
de Shimodaira-Hasegawa [439]. Los valores superiores al 90% fueron considerados

estadisticamente significativos.
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Utilizando el concatenado de los genes propuestos para el nuevo esquema se
construyeron redes de transmisién mediante el software Network v4.6.1.0 (www.fluxus-

technology.com) [260], basandose en el método de maxima parsimonia y asumiendo la

cepa L2b reportada en Paises Bajos en el afilo 2003 como el origen de la epidemia. Este
software nos permitid conectar cada secuencia concatenada con su secuencia mas
relacionada. El método de mdaxima parsimonia considera los nodos internos como

secuencias sin muestrear o genotipos ancestrales extinguidos.
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RESULTADOS

1. Analisis de diversidad y seleccion de los genes para el nuevo esquema

El andlisis de diversidad inicial realizado con las secuencias de genoma completo de los
genotipos L disponibles en las bases de datos publicas permitié identificar los genes con

mayor indice D y por tanto con mayor variabilidad (Figura 50).
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Figura 50. Diversidad evolutiva media (indice D) de los genes del genoma core de los genotipos L de
C. trachomatis. Se analizaron un total de 878 genes mediante el modelo de Tamura Nei [438]. En
rojo, los genes seleccionados para el esquema propuesto en este capitulo.

De acuerdo al indice D obtenido y utilizando la cepa L2b/UCH-1/proctitis (NC_010280)
como cepa de referencia, los genes seleccionados para el nuevo esquema fueron cuatro:
CTLon_0054, que codifica para la proteina de unién al ATP del transportador ABC,
CTLon_0087, que codifica para una proteina hipotética conservada, CTLon_0243, que
codifica para una proteina putativa que contiene el dominio catalitico C-terminal de la
superfamilia de las peptidasas C48 y CTLon_0301, que codifica para una proteina
hipotética conservada. Estos genes se seleccionaron para su combinacién con el gen
ompA, gen que mostrd el mayor indice de diversidad. Tal y como se observa en la Figura
50, el fragmento CTLon_0087 presentaba un indice de diversidad mas bajo que el de
otros genes; sin embargo, éste fue seleccionado junto con el resto ya que todos ellos

eran los Unicos capaces de discriminar el recombinante L2c [164].
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2. Inferencia del poder de discriminacion de cada una de las estrategias

mediante analisis in silico

El mismo analisis de diversidad se realizé para los 12 marcadores moleculares de los dos

esquemas MLST descritos previamente. Estos indices, junto con los calculados para los

genes seleccionados, se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Diversidad evolutiva media (indice D) para cada uno de los

marcadores de los esquemas MLST descritos previamente y el propuesto

en este capitulo obtenidos en base a los 29 genomas completos

disponibles.

Esquema MLST molecar | gentiposl
glyA 0
leuS 0
lysS 0
Deany cols., 2009 mdhC 0
pdhA 0
pykF 0
yhbG 0
hctB 0,001
CTO58 0,001
Klint y cols., 2007 CT144 0,007*
CT172 0,001
pbpB 0,001
CTLon_0054 0,008
CTLon_0087 0,002
Este capitulo CTLon_0243 0,013
CTLon_0301 0,006
ompA 0,025
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Basandose en los genomas completos y segln los resultados de la Tabla 8, el esquema
de Deany cols. no es adecuado para la caracterizacién molecular de la epidemiologia de
LGV puesto que no ofrece ningln poder discriminatorio entre los genotipos L (el indice
D fue 0 en todos los genes) y, en consecuencia, fue excluido en los sucesivos andlisis. En
el caso del esquema MLVA-ompA propuesto por Pedersen y cols. los fragmentos CT1299
y CT1335 fueron idénticos en todos los genotipos L, pero en el fragmento CT1291
identificamos tres patrones, siendo el nimero de repeticiones en tandem 7C, 8Cy 9C. A
pesar de ello, este esquema tampoco se utilizé en los andlisis sucesivos porque sélo el
fragmento CT1291 (y excluyendo a ompA) mostré cierta variabilidad entre los genotipos
L. Por el contrario, todos los marcadores moleculares del esquema MLST propuesto por
Klint y cols. mostraron cierta variabilidad entre los genotipos L, y, por tanto, fueron
utilizados en la siguiente etapa para su comparacion con el esquema propuesto en este
capitulo. El fragmento CT144, con indice D=0,007, no fue incluido en nuestro esquema
porque en el andlisis posterior realizado exclusivamente con las secuencias

pertenecientes al genotipo L2, ese indice fue 0.

3. Comparacion del poder de discriminacion del nuevo esquema con el
esquema MLST de genes hipervariables

Para el andlisis comparativo se construyeron tres arboles de maxima verosimilitud: el
arbol resultante del concatenado de genes segun esquema de Klint y cols. (Figura 51A),
el arbol filogenético segun del concatenado de los genes propuestos en esta Tesis
(Figura 51B) y la reconstruccion basada en el analisis de genomas completos (Figura
51C), utilizado como referencia. En los arboles construidos con los concatenados se
utilizaron tanto las secuencias disponibles en el NCBlI como las obtenidas de la

secuenciacion de 28 muestras clinicas.

Las tres aproximaciones discriminaron los principales linajes definidos por Harris y cols.
[436], asi como los nuevos linajes de Sudafrica, correspondientes a los ensamblajes
7054 3#87 y 7054 3#88. En la Figura 51 podemos observar que todas las secuencias
usadas en el modelo de Klint y cols. fueron idénticas (Figura 51A), mientras que, en el
esquema propuesto en esta Tesis, aunque sin soporte estadistico, se intuyen las tres
diversificaciones (Figura 51B) que se observan en el arbol de genomas completos (Figura
51C).
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Figura 51. A) Arbol filogenético de maxima verosimilitud basado el concatenado de genes del
esquema de Klint y cols. B) Arbol filogenético de maxima verosimilitud basado el concatenado de
genes propuesto en este capitulo. C) Arbol filogenético de méaxima verosimilitud basado en las
secuencias de genomas completos disponibles en el NCBI (n=29). Los circulos corresponden a las
muestras secuenciadas (n=28).

Ademas, utilizando tanto el esquema propuesto por Klint y cols. como el propuesto en
este capitulo, las 28 muestras analizadas fueron asignadas al linaje L2b. Sin embargo, la
mitad de ellas (14/28) tenian un gen ompA perteneciente al genotipo L2. Por otro lado,
utilizando el esquema MLST de Klint y cols. todas las muestras fueron asignadas a un
Unico clon, el ST58, cuya combinacion de alelos fue la siguiente: alelo 27 (CT046/hctB),
alelo 13 (CT058), alelo 17 (CT144), alelo 13 (CT172) y alelo 28 (CT682/pbpB) (Figura 52A).
Sin embargo, utilizando nuestro esquema se identificaron un total de 7 variantes
distribuidas en tres ramas principales y correspondientes, segln la secuenciacion del
gen ompA, a las variantes L2bV1 (JX971936), L2bV7 (LR882815) y L2 (desde ahora
L2b/ompA-L2) (Figura 52B).

De manera global, utilizando nuestro esquema se detectaron 14 cambios nucleotidicos,
9 de ellos no sinénimos. Estas mutaciones se localizaron en el gen ompA (S162N, L173I
y N333S), y en el gen CTLon_0301 (N65I, G92V, D125Y, S160P, H417P y R487S).
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Figura 52. Comparacion de los diagramas de redes obtenidos utilizando el esquema MLST de genes
hipervariables y el propuesto en este capitulo. A) Analisis del diagrama de redes obtenido del
concatenado de genes del esquema MLST propuesto por Klint y cols. (2.682 pb), en el que todas las
muestras pertenecen al ST58 (circulo morado). B) Andlisis de diagrama de redes obtenido del
concatenado de los fragmentos génicos propuestos en este capitulo (4.042 pb). El nimero dentro de
cada circulo representa el nimero de muestras incluidas en cada nodo. Cada color representa una
genovariante. Los circulos blancos corresponden a ancestros hipotéticos; el circulo negro
corresponde a la variante L2b identificada en los Paises Bajos; los circulos de tonos rojos
corresponden a genovariantes L2b/ompA-L2; los circulos de tonos azules corresponden a
genovariantes L2bV1 y los circulos de tonos verdes corresponden a genovariantes L2bV7. Los
cambios de aminoacidos se indican en cada brazo referido a L2b/UCH-1 (NC_010280), y el gen donde
se localiza cada mutacidn se muestra entre paréntesis.

4. Aplicacion del nuevo esquema a la caracterizacion de la epidemia de LGV

Una vez que el esquema propuesto demostrd una mayor capacidad de discriminacién
gue los esquemas descritos anteriormente, obtuvimos la secuencia concatenada de 40
muestras adicionales, lo que supuso un numero total de 68 muestras (procedentes de

68 pacientes).

La red de transmisién construida a partir del concatenado de las 68 secuencias nos
permitio determinar la dispersion y diversificacion de variantes en Madrid a lo largo de
15 meses (Figura 53). El analisis confirma la presencia de las tres cadenas de transmisiéon
principales observadas en la Figura 52, aunque con una mayor diversidad de variantes,
gue evolucionaban tanto de la variante L2b mas ancestral relacionada con los Paises
Bajos, como de las tres variantes principales implicadas en las respectivas cadenas de

transmision, L2bV1, L2bV7 y L2b/ompA-L2. Una de las cadenas estaba compuesta por
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40 pacientes, de los cuales 27 estaban infectados por la variante fundadora (L2b/ompA-
L2); la segunda cadena estaba formada por 12 individuos, 10 de ellos infectados por la
variante fundadora (L2bV7); y la tercera estaba compuesta por 12 pacientes, 9 de ellos

correspondientes a la variante fundadora (L2bV1) (Figura 53).
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Figura 53. Analisis diagramas de redes obtenidos utilizando el esquema propuesto en este capitulo
(4.042 pb) (n=68). El nimero dentro de cada circulo representa el nimero de muestras incluidas en
cada nodo. Cada color representa una genovariante. Los circulos blancos corresponden a ancestros
hipotéticos; el circulo negro corresponde a la variante L2b notificada en los Paises Bajos; los circulos
de tonos rojos corresponden a genovariantes L2b/ompA-L2; los circulos de tonos azules
corresponden a genovariantes L2bV1 y los circulos de tonos verdes corresponden a genovariantes
L2bV7. Los cambios de aminoacidos se indican en cada brazo referido a L2b/UCH-1 (NC_010280), y
el gen donde se localiza cada mutacidén se muestra entre paréntesis. *Genovariante L2bV4.

Segun los resultados obtenidos en el Capitulo |, durante el mismo periodo de tiempo se
secuenciaron 218 muestras, obteniéndose un total de 15 variantes diferentes en base a
la secuenciacion de ompA. Utilizando el nuevo esquema, con la secuenciacion de 68
muestras obtuvimos un total de 25 variantes. Adema3s, en este analisis identificamos
representantes de todos los nodos de transmisién detectados en el Capitulo |, pero con

mayor diversidad de variantes. De forma global, se detectaron 34 mutaciones
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diferentes, 26 de ellas correspondientes a mutaciones no sinébnimas. Los genes ompA'y
CTLon_0301 fueron los genes donde se encontré un mayor nimero de mutaciones, con
7 (6 no sindbnimas) y 20 (15 no sindnimas), respectivamente. En la Tabla 9 se detallan los

cambios aminoacidicos detectados.

Tabla 9. Cambios aminoacidicos detectados en los genes seleccionados en
este estudio (68 muestras).

Cambio aminoacidico , .
Gen en el que Numero de variantes
respecto a L2b .
(NC_010280) aparece que portan el cambio

L24l CTLon_0054 3
W1L CTLon_0087 1
P11R CTLon_0087 1
K164E CTLon_0087 1
K169L CTLon_0087 2
La6L* CTLon_0243 1
V47V* CTLon_0243 1
D49K CTLon_0301 1
N65I CTLon_0301 1
Go2v CTLon_0301 1
G112G* CTLon_0301 1
D125Y CTLon_0301 1
S160P CTLon_0301 14
S287P CTLon_0301 1
N340N* CTLon_0301 1
Q352L CTLon_0301 2
P355T CTLon_0301 1
R365P CTLon_0301 1
K378E CTLon_0301 1
1410T CTLon_0301 1
H417P CTLon_0301 1
F426L CTLon_0301 1
F461S CTLon_0301 1
S463S* CTLon_0301 1
R487S CTLon_0301 1
T497T* CTLon_0301 1
D500D* CTLon_0301 1
A91T ompA 1
S162N ompA 40
H165N ompA 1
L173lI ompA 12
L320L* ompA 1
N333S ompA 12
K335E ompA 2

*Cambios sinénimos
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4.1. Analisis espacial y temporal de la epidemia de LGV

En el analisis temporal se analizaron los genotipos L detectados trimestralmente
siguiendo el esquema propuesto previamente (Figura 54), con el fin de identificar la
aparicion y seleccion de variantes. La genovariante L2b/ompA-L2 se incremento a partir
del tercer trimestre (enero-marzo de 2018) y desde entonces se fue diversificando
progresivamente. La genovariante L2bV7 también aumento a partir del cuarto trimestre
(abril-junio de 2018), mientras que la presencia de la genovariante L2bV1 se mantuvo
durante todo el periodo de estudio, aunque con un nivel de transmisién bajo. Ademas,
en el Ultimo trimestre, detectamos una variante L2b idéntica al L2b original identificado
en Paises Bajos en 2003 (NC_010280).

julio-septiembre 2017 octubre-diciembre 2017 enero-marzo 2018 abril-junio 2018 julio-septiembre 2018
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N2 de cambios nucleotidicos N2 de cambios nucleotidicos N¢ de cambios nucleotidicos N2 de cambios nucleotidicos N2 de cambios nucleotidicos

Figura 54. Representacion trimestral de las variantes detectadas utilizando los genes concatenados
del esquema propuesto en este capitulo (4.042 pb) desde julio de 2017 hasta septiembre de 2018
(n=68). El nUmero dentro de los circulos corresponde al nimero de muestras incluidas en cada nodo.
Si no se representa ningln nimero, corresponde a una Unica muestra. El circulo negro corresponde
a la variante L2b notificada en los Paises Bajos; los circulos de tonos rojos corresponden a
genovariantes L2b/ompA-L2; los circulos de tonos azules corresponden a genovariantes L2bV1 y los
circulos de tonos verdes corresponden a genovariantes L2bV7. *Genovariante L2bV4.

Para el andlisis espacial, que permitid conocer la capacidad dispersién de las
genovariantes identificadas, se realizd una representacién de las genovariantes en
funcién de los cddigos postales de la Comunidad de Madrid dénde fueron aisladas
(Figura 55).
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Figura 55. Representacion esquematica de los distritos de Madrid donde se identificaron casos de
LGV. Cada color representa una genovariante diferente. El circulo negro corresponde a la variante
L2b notificada en Paises Bajos; el circulo negro corresponde a la variante L2b notificada en los Paises
Bajos; los circulos de tonos rojos corresponden a genovariantes L2b/ompA-L2; los circulos de tonos
azules corresponden a genovariantes L2bV1 y los de tonos verdes corresponden a genovariantes
L2bV7. El distrito central de Madrid se identifica en fondo gris mas oscuro.

Las variantes correspondientes al cluster L2b/ompA-L2 (en tonos rojos) fueron
detectadas en muchos distritos del &rea metropolitana. Por otra parte, la variante L2bV1
(en color verde) se detecté en cinco cédigos postales del centro y el suroeste, mientras
gue la variante L2bV7 (en color azul) se encontrd en siete codigos postales de la zona
centro y oeste. En la zona correspondiente al distrito centro (en color gris mds oscuro)
se encontraron todas las variantes, mientras que en los distritos periféricos la diversidad

fuer menor.
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DISCUSION

Desde la década de los 60, el genotipado de C. trachomatis se ha basado
fundamentalmente en la caracterizacién del gen ompA, principalmente debido a su alta
tasa de variabilidad genética [440]. Sin embargo, la secuenciacién exclusiva de este gen
puede no ser una buena estrategia ya que se encuentra en una regidn altamente
recombinogénica [168], por lo que la asignaciéon de genotipos puede ser errdnea.
Ademas, pese a su alta frecuencia de mutacidon, su poder discriminatorio es muy
limitado, identificando un numero limitado de genovariantes, lo que restringe la
cantidad de informacién epidemioldgica que puede obtenerse [441]. Hoy en dia, las
técnicas de secuenciacion de genomas completos constituyen la estrategia con mayor
poder discriminatorio para los estudios de epidemiologia molecular. Sin embargo, su
implementacidon no es facil en algunos casos, como en los microorganismos no
cultivables o cuyo cultivo requiere técnicas laboriosas para conseguir suficiente material
genético. Este es el caso de C. trachomatis, microorganismo intracelular obligado, cuya
caracterizacion se ha visto dificultada debido a este requisito. A pesar de que se han
desarrollado varios esquemas de secuenciacion independientes de cultivo para
Chlamydia [429], su aplicacién hoy en dia es todavia limitada debido a sus dificultades
técnicas y su moderado éxito [166]. Por todas estas razones, se ha recurrido al uso de
otros métodos cldsicos ampliamente utilizados para el estudio de la epidemiologia
molecular en una gran variedad de microorganismos, como son los esquemas MLST o
MLVA. Estas estrategias se han utilizado ampliamente en los estudios de epidemiologia
molecular de C. trachomatis. Sin embargo, la utilidad de estos esquemas para el estudio

de la epidemiologia de los genotipos L es muy limitada [433].

Para abordar esta limitacién, en este capitulo se propone el uso de una nueva
combinacidon de genes disefada especificamente para los genotipos L. Utilizando el
analisis de diversidad a partir de las secuencias de genomas completos disponibles,
seleccionamos cuatro genes con alta diversidad entre los genotipos L, CTLon_0054,
CTLon_0087, CTLon_0243 y CTLon_0301, para usarlos en combinacién con el gen ompA.
La resolucion de nuestro esquema se compard con el esquema propuesto por Klint y
cols. utilizando 28 aislados de genotipos L procedentes de 28 pacientes. Aunque el
esquema de Klint y cols. fue el que mas diversidad mostré entre los genotipos L, todas
las muestras fueron asignadas al ST58. Esto es coincidente con estudios previos que
aplicaron dicho esquema para la caracterizacién de los aislados de LGV [434]. Por el
contrario, el uso de nuestro esquema utilizando esas mismas muestras reveld la

existencia de 7 variantes, lo que revela un mayor poder discriminatorio.
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Posteriormente, el esquema propuesto se utilizd para la caracterizacion de la
epidemiologia de LGV en Madrid durante un periodo de 15 meses, para lo cual se amplié
el nUmero de muestras secuenciadas hasta un total de 68. El analisis realizado con estas
muestras reveld la existencia de 25 variantes diferentes, agrupadas en tres nodos

principales.

Los resultados obtenidos en este capitulo son sélo comparables con el trabajo de
Manning y cols. sobre la epidemiologia de LGV en Reino Unido [254]. En este estudio
utilizaron el esquema MLVA-ompA; mientras que las secuencias de CT1335 y CT1299
fueron idénticas en todas las muestras, en CT1291 se encontraron dos patrones, con 8C
y 9C. Esto, junto a ompA, que permitié discriminar L1, L2 y L2b, supuso la identificacion
de 6 patrones. Aunque no es posible comparar los resultados obtenidos en dos series
diferentes, estos resultados nos permiten tener una idea aproximada respecto la
resolucién de ambas estrategias, con un mayor poder discriminatorio a favor de nuestra

combinacion.

Ademas, la aplicacion de este esquema para el estudio de la distribucién temporal y
espacial podria ayudarnos a mejorar la percepcién de la situacion del LGV en Madrid.
Por ejemplo, la diversificacion progresiva L2b/ompA-L2 revela que es una cadena de
transmisién muy activa, o la deteccién de una variante L2b idéntica a la variante
detectada en los Paises Bajos puede sugerir reintroducciones desde otras regiones.
Ademas, la repentina acumulacién de casos asociados a L2bV7 a partir de abril de 2018
puede sugerir nuevos brotes asociados a redes sexuales. La distribucién de los casos en
la Comunidad de Madrid sugiere que el distrito central es un punto caliente importante

para la expansién del LGV en la ciudad.

Antes de que los métodos de tipificacion molecular estuvieran disponibles, el andlisis de
las redes de transmision en las ITS se realizaba fundamentalmente mediante el rastreo
de contactos. Gracias a la disponibilidad de técnicas de tipificacién molecular de alta
resolucién, como la propuesta en este capitulo, y junto con una adecuada encuesta
epidemioldgica, las redes sexuales podrian revelarse con mayor precision. Ademas,
estos esquemas también podrian utilizarse para la diferenciacion entre reinfeccion y
persistencia [250], o para evaluar el fracaso del tratamiento, situaciones clinicas que han

causado controversia en el manejo de los pacientes.

Otro hallazgo importante que pudimos observar en el analisis filogenético del
concatenado de los genes del esquema de Klint y cols. y de nuestros genes, es que todas

las variantes pertenecian al linaje L2b, aunque algunas de ellas presentaban un gen

152



CAPITULO lIl. Discusién

ompA distinto de L2b. Esto es coincidente con el analisis filogenético de los genomas
completos de los genotipos L [166], incluyendo el realizado en este capitulo. Diversos
estudios concluyen que ompA o partes de ompA pueden intercambiarse entre las
diversas cepas mediante recombinacién [436]. Sin embargo, un estudio reciente sobre
la diversificacidon de las variantes L reveld que los SNP (single nucleotide polymorphism)

presentes en el linaje LGV surgieron por mutacién [166].

Este estudio tiene varias limitaciones. En primer lugar, el nUmero de muestras incluidas
no es muy elevado, y, por tanto, no nos permite tener una visién mas completa de la
epidemia del LGV en Madrid. Ademas, la disponibilidad de secuencias de genomas
completos en el momento del analisis fue limitada, y el analisis de diversidad final se
realizé utilizando sélo las secuencias de L2, ya que sélo se disponia de una secuencia de
L1ydel3.

En resumen, aunque la secuenciacién de genomas completos es la mejor herramienta
para los estudios de epidemiologia molecular y para establecer relaciones filogenéticas,
actualmente requiere una infraestructura y un analisis complejos que suponen costes
mas elevados. Ademas, aunque existen métodos independientes del cultivo para C.
trachomatis [429], estas técnicas aun no son faciles de aplicar. Nuestro esquema ha
demostrado ser Util para una adecuada discriminacion de las variantes asociadas a LGV,
revelando que la distribucidon del LGV es mds compleja de lo que se pensaba, con
diferentes variantes circulando en poblaciones de alto riesgo. Ademas, este método
podria utilizarse para una resolucion detallada de la diversidad local en un corto periodo

de tiempo, el seguimiento de la terapia y el rastreo de contactos.
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Investigacion Sanitaria (IRYCIS), Madrid, Spain, 2?Centro de Investigacion Biomédica en Red en
Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP), Madrid, Spain, *Servicio de Microbiologia, Hospital
Universitario Central de Asturias, Instituto de Investigacion Sanitaria del Principado de Asturias
(ISPA), Oviedo, Spain, “Centro Sanitario Sandoval, Hospital Clinico San Carlos, Instituto de
Investigacion Sanitaria San Carlos (IdISSC), Madrid, Spain, *Centro Montesa, Madrid, Spain, ®Servicio
de Enfermedades Infecciosas. Hospital Universitario Ramon y Cajal, Instituto Ramon y Cajal de
Investigacion Sanitaria (IRYCIS), Madrid, Spain, “Centro de Investigacion Biomédica en Red de
Enfermedades Infecciosas (CIBERINFEC), Madrid, Spain

Introduction: Lymphogranuloma venereum (LGV) is already endemic in
vulnerable populations in several European countries; however, molecular
epidemiology data with improved accuracy are necessary to better understand
LGV epidemic in these countries. Current strategies to study the molecular
epidemiology of LGV cases involve schemes based on a few genetic fragments
of Chlamydia trachomatis, which have demonstrated limited discriminatory
power for LGV. Therefore, this study aimed to propose a new combination of
molecular markers based on the most variable genes of L-genotype genomes
to improve the characterization of the current LGV epidemic in Madrid, Spain.

Methods: Four genes were selected according to their diversity index
(CTLon_0054, CTLon_0087, CTLon_0243 and CTLon_0301) for use in
combination with ompA. In silico and experimental studies were performed
to compare the previously described multilocus sequence typing (MLST)
schemes with our proposal. Moreover, the proposed scheme was applied
(n=68) to analyze the spatio-temporal spread of the LGV cases.

Results: Our proposal demonstrated higher diversity allowing the identification
of three main groups compared to the previously published MLST based on
hypervariable genes wherein only a single sequence type was identified. The
temporal analysis showed that the major cluster was progressively diversifying,
revealing a very active transmission chain. Furthermore, an L2b genome
identical to that of the origin of the epidemic was detected, suggesting
reintroductions or a low screening rate in vulnerable populations. The spatial
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distribution suggests that the selection and spread of new variants occurs
from the central district to the peripheral regions.

Discussion: The scheme proposed in this study has proven to be useful for
appropriate discrimination of LGV strains. This study, to our knowledge for
the first time, demonstrates a spatio-temporal spread that increases our
understanding and identifies areas with special susceptibility for maintenance
of the endemic situation of LGV.

KEYWORDS

Chlamydia trachomatis, lymphogranuloma venereum, MLST, surveillance, molecular

epidemiology

Introduction

Chlamydia trachomatis (CT) is the most common bacterial
sexually transmitted infection (STI), causing numerous new
infections every year (World Health Organization, 2018). The
broad spectrum of diseases caused by CT is related to different
genotypes with varying rates off invasiveness. L-genotypes (L1,
L2, and L3) are responsible for lymphogranuloma venereum
(LGV), whose clinical presentation is associated with inguinal
an femoral lymphadenopathies, proctitis, proctocolitis and
ulcers, among others (Ceovic and Jerkovic Gulin, 2015; Stoner
and Cohen, 2015). Traditionally, LGV was an endemic in tropical
areas, but LGV is already currently endemic in several European
countries and cases have also been reported in Australia and
North America (Hal et al., 2007; Totten et al., 2015; Donachie
et al., 2018), mainly associated to men who have sex with men
(MSM).
programs, the incidence is increasing (Marangoni et al., 2021);

In countries with well-established surveillance

however, the true extent of the LGV epidemic is not well known.
This is due to the atypical clinical presentations, whereby a high
proportion are asymptomatic infections (van Aar et al., 2020). In
addition, the limited surveillance and notification to public
health authorities across the different countries may give rise to
a substantial under diagnosis (Cole et al., 2020). Furthermore,
data on accurate molecular epidemiology is scarce. These
problems contribute to the silent spread of this microorganism
(Martinez-Garcia et al., 2021). Therefore, improved screening
(Rodriguez-Dominguez et al., 2022) and discovery of new
genetic markers, which can be easily implemented in molecular
surveillance, could help better understand the LGV epidemic
(Borges et al., 2021).

The most common strategy for studying the molecular
epidemiology of the LGV epidemic is based on ompA (Dean
et al., 1991) and ompA-pmpH (Rodriguez-Dominguez et al.,
2014) sequence analysis. Studies implementing multilocus
sequence typing (MLST; Wang et al., 2011) or multilocus variable
number tandem-repeat analysis (MLVA) schemes (Pedersen
et al., 2008; Bom et al., 2011), which increase the resolution in CT,
have been reported; however, this schemes had limited success in
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LGV due to the low discriminatory power. This could possibly
result from the low level of diversity in L-genotypes, which is
considerably lower than the genetic diversity in CT, whose
diversity is also low (Harris et al., 2012; Patifio et al., 2018).
Studies based on whole-genome sequencing (WGS) were
published at the beginning of the LGV epidemic (Thomson et al.,
2008). This could probably be because this strategy is still
expensive and difficult to implement in the laboratory. Therefore,
new methods are needed to improve LGV surveillance through
the design of an MLST scheme based on the most variable genes
of L-genotypes. This new approach should provide a precise view
of the dynamic spread of LGV cases because of its expected
higher resolution compared to previous strategies. This study
aims to propose a new combination of molecular markers that
allow the identification of short-time scale evolutionary changes
and to perform a spatio-temporal distribution to improve the
characterization of the current LGV epidemic in Madrid to help
in defining Public Health measures.

Materials and methods
Dataset and genes selection

All available complete genome sequences of the L-genotypes
of CT (n=29) were downloaded from the NCBI database.’
Accession numbers for the genomes used are: NC_010280;
NC_010287; NC_015744; NC_020929; NC_020930; NC_020931;
NC_020933; NC_020934; NC_020935; NC_020936; NC_020937;
NC_020938; NC_020945; NC_020973; NC_020974; NC_020975;
NC_020976; NC_020977; NC_020978; NC_021050; NC_021052;
NZ_ACUI01000001; NZ_CP009923; NZ_CP009925; NZ_
CP019385; NZ_CP019386; NZ_CP019387; NZ_CVNC01000001;
NZ_CVNDO01000001. The last update of the dataset was in
January 2019.

1 ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genbank/bacteria/?

latest_assembly_versions
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We used the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) and
identified 878 genes with AM884177 (L2b/UCH-1) as reference.
The sequences were aligned using the multiple alignment fast
fourier transform (MAFFT). The mean evolutionary diversity
(D), defined as the number of base substitutions per site from the
average of the entire population, was estimated for each gene
using the Tamura-Nei model (Tamura and Nei, 1993).
Evolutionary analyses were conducted using MEGA 7. For genes
with greater diversity in L-genotypes, the same analysis was
repeated for the L2b lineage as it was the only lineage with more
than two sequences available. Genes with the highest D index
were selected for the new scheme.

We also studied the genes used in two previously described
MLST schemes (Klint et al., 2007; Dean et al., 2009) and the MLVA
scheme (Pedersen et al., 2008), using an in silico approach to infer the
discrimination power of these schemes for L-genotypes. The scheme
proposed by Dean et al. (2009) is a CT MLST scheme that includes
glyA, mdhC, pdhA, yhbG, pykF, lysS, and leuS genes; the MLST
scheme proposed by Klint et al. (2007) contains CT046 (hctB),
CT058, CT144, CT172, and CT682 (pbpB) regions, which are
considered hypervariable genes, and MLVA scheme includes the
variable number tandem repeats of loci CT1291, CT1299 and
CT1335 together with ompA (Pedersen et al., 2008).

Sample selection, amplification, and
sequencing of proposed genes

The study was carried out using 68 clinical samples obtained
from July 2017 to September 2018 from 68 patients who visited the
Hospital Universitario Ramén y Cajal and an STI center attending
mainly MSM population (CS Sandoval) in whom L-genotypes had
been previously detected. Most of the samples were rectal swabs
(59/68), followed by 7/68 ulcers, 1/68 adenopathy, and 1/68 cervical
samples. The L-genotypes detection was performed using a real
time PCR based on 36bp deletion in pmpH gene that was
confirmed by pmpH sequencing (Rodriguez-Dominguez et al.,
2014). This study was approved by the Ethics Committee of the
Hospital Universitario Ramén y Cajal (reference no. 012/17).

10.3389/fmicb.2022.1056216

In the first round, fragments of the selected genes (CTLon_0054,
CTLon_0087, CTLon_0243 and CTLon_0301) together with the
corresponding genes to MLST of Klint et al. (2007), were amplified
and sequenced in 28/68 samples to compare the discrimination
power between these strategies. In the second round, only the
selected genes were sequenced from the remaining samples (40/68).
Moreover, a 990bp fragment of ompA, encoding the major outer
membrane protein (MOMP), was also sequenced in all samples. The
primers used for the amplification of each proposed gene and ompA
are shown in Table 1, and the PCR conditions are described in the
Supplementary material. Amplification and sequencing of the genes
included in the MLST scheme described by Klint et al. (2007) were
performed using the previously published conditions. Sanger
sequencing was performed using a 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

Phylogenetic analysis

For phylogenetic reconstructions, the amplified concatenated
nucleotide sequence for each gene included in each MLST scheme
was used. The genes chosen for each scheme were aligned,
concatenated, and edited using the ClustalW algorithm
implemented in MEGA 7. A nucleotide substitution model for
each gene was selected using the jModeltestl.0 software.
Maximum likelihood (ML) phylogenetic trees were reconstructed
using PhyML 3.0. The bootstrap test (1,000 replicates) was used to
calculate branch support. Support values >90% were considered
statistically significant. ML phylogenetic trees were constructed
using MEGA 7 based on the general time reversible model. A
consensus tree was generated using the TreeAnnotator software.
To avoid introducing sequencing errors, mutations at the ends of
the sequenced fragments were not considered. In our scheme
(selected genes and ompA) the phylogenetic analysis was
performed using 4,042 bp.

Transmission networks were constructed based on the
maximum parsimony method wusing the reconstructed
evolutionary tree and assuming that the L2b strain reported in
Netherlands (2003) was the origin of the global epidemic.

TABLE 1 Primers used for amplification and sequencing of the selected genes and ompA gene.

Region Primer name Sequence (5°-3") Amplicon size (bp)

CTLon_0054 CTLon_0054_F ATGCTTCATCTATGTGATGT 768
CTLon_0054_R TTACTCCTGGGTAACGACAT

CTLon_0087 CTLon_0087_F GCTTTATGGAGTGAGTACACT 574
CTLon_0087_R CCTGAAGAAATGAAGAGTGCT

CTLon_0243 CTLon_0243 _F TCGAAACCAGTTCTTATCTCT 1,020
CTLon_0243 _R GAGATCATTCAAAGCGTCTGT

CTLon_0301 CTLon_0301 _F TGGAACCCTAATAAAGTAGT 1,600
CTLon_0301 _R TTGCCTTAGTAATTTCTCCT

ompA ompA_F AACCAAGCCTTATGATCGACGGAAT 990

ompA_R

CAATACCGCAAGATTTTCTAGATTTCA
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Results
Diversity analysis and selected genes

The initial diversity analysis performed using the complete
genome sequences available in public databases allowed the
identification of the most variable genes (Figure 1). According to
the D index obtained and using AM884177 as reference strain, the
new genes selected were CTLon_0054 (ABC transporter
ATP-binding protein), CTLon_0087 (conserved hypothetical
protein), CTLon_0243 (putative membrane protein that contains
the catalytic C-terminal domain of peptidase_C48 superfamily)
and CTLon_0301 (conserved hypothetical protein), used in
combination with ompA. Although the D index of CTlon_0087
was lower that of the other genes, this gene was still selected
alongside the other genes, as they were the only genes capable of
discriminating the recombinant L2c¢ (analysis not shown). The D
indices for each molecular marker included in the proposed
scheme and the 12 molecular markers of the two previously
described CT MLST schemes are shown in Table 2. Based on the
complete genomes, the scheme of Dean et al. (1991) is not suitable
for the molecular characterization of LGV epidemiology because
it does not have sufficient discriminatory power among

10.3389/fmicb.2022.1056216

L-genotypes, and consequently, it was excluded in subsequent
analyses. For the scheme proposed by Pederesen et al., CT'1299
and CT1335 were identical in all L-genotypes; however, using
CT1291, we identified three patterns (7C, 8C and 9C in the
VNTR). However, this scheme was not used in the successive
analyses because only one fragment (excluding ompA) showed
some variability among the L-genotypes. In contrast, all the genes
from the scheme proposed by Klint et al. (2007) showed variability
among the L-genotypes. Therefore, the genes belonging to this
scheme and our proposed scheme were sequenced in a selection
of samples in the subsequent experiments.

Comparison between the different
strategies for the resolution by
phylogenetic reconstruction

Three ML trees were constructed using the concatenated
sequences of the selected genes from 28 clinical samples used in
the Klint (2007)
(Supplementary Figure S1A), the scheme proposed in this study

scheme  proposed by et al

(Supplementary Figure S1B), and the whole genomes available in
GenBank, which was considered a reference strategy because of

0,03 -
ompA
0,025 - b (
2 4
x 0,0
(<))
©
c
>
= 0,015 -
4l CTLon_0243
(<)) 'S
=
(o]
0,01
CTLon_0054
CTLon_0301
0,005 - aspC CTLon_0302 tsf
0
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Genes
FIGURE 1
Mean evolutionary diversity (D index) of the core-genome of L-genotypes of Chlamydia trachomatis. A total of 878 genes were analyzed using the
Tamura-Nei model. The selected genes for this study are marked in red.
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its highest resolution (Supplementary Figure SIC). The three
approaches discriminated the main lineages defined by Harris
et al. (2012), and a new lineage from South Africa (assembly
7054_3#87 and 7054_3#88). Using the scheme proposed in this
study and the scheme proposed by Klint et al. (2007), all our
samples were assigned to the L2b genotype. While using the
scheme described by Klint et al. (2007), all sequences were
allocated to a single clone (ST58). However, our proposal
identified seven variants distributed in three main branches
(Figure 2), corresponding to L2bV1, L2bV7, and L2 variants
(according to the ompA sequence).

Once our scheme demonstrated higher discrimination
capacity than previously described schemes using 28 samples,
we obtained the concatenated sequence for 40 additional samples,
resulting in a total of 68 samples (from 68 patients). An
evolutionary reconstruction allowed us to determine the
dispersion and diversification of variants in Madrid over 15
months (Figure 3). The analysis confirmed the presence of the
three major transmission chains; however, a higher diversity of
variants was observed evolving from the most ancestral L2b
variant related to Netherlands and the three main variants
involved in the respective transmission chains. One of the chains
was composed of 40 patients, of whom 27 were infected by the
founder variant (L2b-ompA L2); the second chain was composed
of 12 individuals, of whom 10 were infected by the founder variant
(L2bV7); and the third chain was composed of 12 patients, of
whom 9 were infected with to the founder variant (L2bV1).

TABLE 2 Mean evolutionary diversity (D index) for each marker of the
previous MLST schemes and the one proposed in this study.

MLST scheme  Molecular marker D index in
L-genotypes
Dean et al. (2009) glyA 0
leuS 0
lysS 0
mdhC 0
pdhA 0
pykF 0
yhbG 0
Klint et al. (2007) hctB 0.001
CT058 0.001
CT144 0.007*
CT172 0.001
pbpB 0.001
This study CTLon_0054 0.008
CTLon_0087 0.002
CTLon_0243 0.013
CTLon_0301 0.006
ompA 0.025

These values were obtained based on 29 available whole-genome sequences. The mean
distance across the chlamydial genome was estimated in 0.0003 (SD +0.0012) with a
95% confident interval (95%CI) of 0-0.0026. According to the data showed in this table,
all selected genes are into normal distribution, except ompA. *The molecular marker
CT144 from the scheme proposed by Klint et al. (2007) was not included in our scheme
because D =0 when the analysis was performed using L2 sequences.
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Molecular characterization of
lymphogranuloma venereum epidemic in
Madrid

To better understand the spread of the variants identified in
the study period, temporal and spatial evolution were analyzed.
The detected L-genotypes were represented quarterly, following
the proposed scheme in the previous section (Figure 4). The
L2b-ompA L2 variant increased from the third trimester and since
then this cluster has been progressively diversifying. L2bV7 also
increased from the fourth trimester, whereas L2bV1 was
maintained during the entire study period, but with a low
transmission level. Notably, in the last trimester, we detected an
L2b identical to the original L2b identified in Amsterdam in 2003
(AM884177).

Based on the spatial distribution of cases detected according
to the postal codes (Figure 5), the L2b-ompA L2 variant and its
evolved variants were detected around many districts in the
metropolitan area. In contrast, L2bV1 was detected in five postal
codes in the central and southwestern areas, whereas L2bV7
variants were detected in seven postal codes in the central and
western areas. In the central districts, all variants were identified,
whereas in the peripheral districts, the diversity of the
variants decreased.

Discussion

Since the 1960s, genotyping of CT has been based on
characterizing ompA, which has been successfully used for the
typing of this organism, but with a low discriminatory power from
an epidemiological perspective. MLST schemes based on the
sequencing of housekeeping genes are classically used in molecular
epidemiology studies for different pathogens and may be useful in
cases where the ultimate resolution of the WGS is not easy to
implement, such as in non-cultivable or non-easily cultivable
microorganisms, such as CT. WGS is the strategy with the most
discriminatory power; however, the moderate success and
technical difficulties of this strategy for this microorganism are
hindering its generalization in many clinical laboratories.
Therefore, tree different MLST schemes for Chlamydia have been
proposed (Klint et al., 2007; Pannekoek et al., 2008; Dean et al.,
2009) and are frequently used. However, their application to
L-genotypes is limited. For example, the MLST of Pannekoek et al.
(2008) grouped all L-genotypes into an identical MLST type. The
scheme described by Dean et al. (2009). only discriminates L2b
from other L-genotypes. The study of Klint et al. (2007), proposed
for the first time the use of highly polymorphic genetic regions for
typing instead of the conserved household genes (Klint et al.,
2007) based on all CT genotypes. However, previous studies,
including samples from different parts of the world (Christerson
et al,, 2010; Isaksson et al., 2017; Levy et al., 2018), confirm that
this model does not have enough discriminatory power for LGV
isolates. Recently, the MLVA-ompA strategy (Pedersen et al., 2008)
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(A) Transmission network constructed using the concatenated genes of the MLST scheme proposed by Klint et al. (2007) (2,682 bp) (n=28). All
samples belong to ST58 (purple circle). (B) Transmission network constructed using the concatenated genes of the scheme proposed in this study
(4,042 bp) (n=28). A total of seven variants were identified. The number inside the circles corresponds to the number of samples included in each
node. Each color represents a different variant. White circles correspond to hypothetical ancestors; the black circle corresponds to the L2b variant
reported in Netherlands; red-tone circles correspond to L2b-ompA L2 variants; blue-tone circles correspond to L2bV1 variants and green-tone
circles correspond to L2bV7 variants. Amino acid changes are indicated in each arm referred to as L2b/UCH-1 (AM884177), and the gene where
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developed for CT (Labiran et al., 2016), was used in the LGV
epidemic (Manning et al., 2021), identifying five different variants
among 230 samples collected over 17 months.

To address this limitation, we proposed a new combination of
genes with high diversity among L-genotypes. Using diversity
analysis of the WGS available, we selected four genes with high
diversity among L-genotypes (CTLon_0054, CTLon_0087,
CTLon_0243 and CTLon_0301) for use in combination with
ompA. The resolution of our scheme was compared with the
scheme proposed by Klint et al. (2007), using 28 patient samples.
Although this was the only MLST scheme whose genes showed
diversity among L-genotypes, all samples were classified as ST58,
and the concatenated sequence did not reveal any differentiation
(Supplementary Figure S1A). By contrast, using the same samples,
our scheme indicated the existence of seven variants (Figure 2),
revealing improved discriminatory power. This discriminatory
power was used to analyze the LGV epidemiology in a short
period, for which the sample size was extended to a total of 68
samples. The analysis revealed 24 different variants, most of which
were grouped into three main nodes. These results are better than
those of the MLVA-ompA employed for LGV epidemic in UK
(Manning et al., 2021), yielding lower discrimination power.

Before molecular typing methods became available,
transmission network analysis of STIs was performed using
contact tracing. Owing to the availability of high-resolution
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typing techniques such as those proposed in this study and with
an epidemiological survey, the sexual networks might be unveiled
with higher
discrimination power offer the possibility of differentiating

precision. Moreover, schemes with great
between reinfection and persistence (de Vries et al., 2015), which
are clinical situations that have caused controversy in the
management of the patients and the risk of treatment failure.

In contrast, the spatio-temporal distribution of L-variants
identified in this study could help increase our perception of the
endemic situation in Madrid. The temporal detection of L-variants
provided new information. For instance, the progressive
diversification L2b-ompA L2 revealed a very active transmission
chain, or the detection of L2b identical to ancestral variant
suggests re-introductions from other regions or low screening in
high-risk populations. Moreover, the sudden increase in L2bV7
cases in April 2018 would suggest new outbreaks associated with
sexual networks. The spatial distribution of L-variants revealed the
radial spreading from the central district to the peripheral regions.
Therefore, the central district was a crucial hotspot in the LGV
endemic situation in Madrid.

The phylogenetic analysis of concatenated genes of Klint et al.
(2007) scheme and our proposed genes revealed that all variants
belonged to the L2b lineage, even though some of them have an
ompA other than L2b. Moreover, the whole-genome analysis of
L-genotypes revealed that all variants belonged to L2b regardless
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Transmission network constructed using the concatenated genes of the scheme proposed in this study (4,042 bp) (n=68). The number inside the
circles corresponds to the number of samples included in each node. Each color represents a different variant. White circles correspond to
hypothetical ancestors; the black circle corresponds to the L2b variant reported in Netherlands; red-tone circles correspond to L2b-ompA L2
variants; blue-tone circles correspond to L2bV1 variants and green-tone circles correspond to L2bV7 variants. Amino acid changes are indicated in
each arm referred to as L2b/UCH-1 (AM884177), and the gene where each mutation is located is shown in parentheses.

~b-@

July-September 2017

October-December 2017

January-March 2018

April-June 2018

July-September 2018

Number of nucleotide changes

FIGURE 4

Number of nucleotide changes

Number of nucleotide changes

® i |
s ® ®
@ @ 2 ® |
Q
©
)
[ J
[ J
¢ @
? ! O]
®e O O o *
; O
°? i
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 01 2 3 4 5 6 7 0 2 3 4 5 6 2 3 4 5 6 7

Number of nucleotide changes

Number of nucleotide changes
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of nucleotide changes in each variant with respect to L2b/UCH-1 (AM884177).

Frontiers in Microbiology 07

frontiersin.org


https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.1056216
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology
https://www.frontiersin.org

Martinez-Garcia et al.

10.3389/fmicb.2022.1056216

e®o
()
00g
°|Q
..
(@) 00
@ 5 @)
o Qe
Q@
()
(@)
.O

FIGURE 5

central district is identified in grey background.

Schematic representation of the districts of Madrid where LGV cases were identified. The different circles correspond to the L2b variants detected
in the study. Each color represents a different variant. The black circle corresponds to the L2b variant reported in Netherlands; red-tone circles
correspond to L2b-ompA L2 variants; blue-tone circles correspond to L2bV1 variants and green-tone circles correspond to L2bV7 variants. The

of ompA (Seth-Smith et al., 2021). Previous studies reported that
ompA or parts of ompA may be exchanged between CT strains by
recombination (Harris et al., 2012; Labiran et al., 2012). However,
arecent study on the diversification of L-variants revealed that the
single nucleotide polymorphisms (SNPs) present in the LGV
lineage arose by mutation (Seth-Smith et al., 2021).

Our study has several limitations. First, the low number of
sequenced samples did not allow us to obtain a more complete
view of the LGV epidemic. Moreover, the availability of whole
genomes sequences was limited, and the final diversity analysis
was performed using L2 sequences, as only one whole-genome
sequence from L1 and L3 was available.

In summary, although WGS (whole genome sequencing)
is the best tool for improving the understanding of
phylogenetic relationships, it currently requires a more
complex infrastructure and analysis with higher costs.
Although culture-independent methods are available (Taylor-
Brown et al., 2018) for CT, their application remains difficult.
Our scheme has proven to be useful for appropriate
discrimination of LGV strains, revealing a more complex
distribution of LGV than previously thought, with different
variants circulating in high-risk populations. Moreover, this
method can be used for a detailed resolution of local diversity
in a short period, monitoring therapy and contact tracing.
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CAPITULO IV. Antecedentes

ANTECEDENTES

1. Infecciones extragenitales causadas por C. trachomatis

Si bien las infecciones causadas por C. trachomatis son en su mayoria infecciones de
localizacion genital (uretritis, cervicitis, salpingitis), también puede causar infecciones
en localizaciones no genitales, como a nivel rectal y faringeo. En los ultimos afos,
diversos estudios han observado un aumento de la prevalencia de las infecciones
extragenitales [442], especialmente de la infeccién anorrectal [443]. Esto puede ser
reflejo de un cambio en las practicas sexuales de la poblacién, pues se han notificado

aumentos tanto en la proporcion de sexo oral como anal en los ultimos afios [444].

Sin embargo, aunque las diferentes guias internacionales recomiendan un cribado
generalizado en muestras extragenitales en funciéon de las practicas sexuales e
independientemente de la sintomatologia, estas recomendaciones no tienen la
universalizacién deseada. Asi, en 2022, un estudio del CDC indicaba que sélo el 30% de
los ginecdlogos y un 60% de los médicos de Atencidn Primaria solicitaban estudios para
la deteccion de ITS en muestras extragenitales [445]. Por otro lado, estas guias sélo
recomiendan el cribado extragenital en poblacién HSH [446], cuando en otros grupos
poblacionales las practicas de sexo oral y anal superan el 40% y el 35%, respectivamente;
muchas veces sin uso del preservativo [447]. Ademas, un estudio realizado en poblacién
masculina heterosexual revelé que mas del 80% de las infecciones extragenitales por C.
trachomatis no hubieran sido detectadas siguiendo las actuales recomendaciones del
CDC [448].

En cuanto a la validez de las pruebas moleculares para el cribado de las infecciones
extragenitales, en 2016 la OMS afirmaba que a pesar de que no estaban aprobadas para
su uso en este tipo de muestras, habian demostrado suficiente confianza para la
deteccidn de la infeccidn rectal y faringea [449]. No fue hasta 2019 cuando se aprobé el
primer ensayo para muestras extragenitales [450]. Hasta entonces, el diagndstico en
estas localizaciones se ha realizado con plataformas en las que aceptamos una alta
especificidad, como demuestran los estudios de deteccidn y secuenciacidon gendmica,

pero no tenemos constancia del valor predictivo negativo de las mismas.
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1.1. Infeccién anorrectal por C. trachomatis

La prevalencia de la infeccién anorrectal en mujeres varia ampliamente en funcién de
los diversos estudios, del 2% al 77,3% (mediana del 8,7%) [451]. En HSH, una revision de
53 estudios puso de manifiesto una prevalencia media del 8,9% [452]. En HSM la

prevalencia para la localizacién rectal oscila entre el 0y el 11,8% (mediana del 7,7%).

Aunque en mujeres la infeccidn genital por C. trachomatis es la mas frecuente, no ocurre
lo mismo en HSH [451], en los que la prevalencia de la infeccidon anorrectal suele ser
mayor que en el de resto de localizaciones [453]. En un estudio reciente realizado en
Tailandia, de la totalidad de las infecciones causadas por C. trachomatis, casi la mitad de
las infecciones se localizaron a nivel rectal, seguido de la infeccidn uretral y la faringea
[454] (Figura 56).

0.4%
0.4%
0.8% 7.5% = et
5 59 :Uretral
2 Faringea
H Rectal + uretral
15.4% 43.3% = Rectal + faringea

= Todas

0.8%

23.2%

2.0%

Figura 56. Porcentaje de infecciones causadas por C. trachomatis por localizacién anatémica en HSH.
Adaptado de Tongtoyai y cols., 2015 [454].

En HSH, aunque la infeccidn anorrectal se transmite principalmente a través del sexo
anal receptivo sin preservativo [455], otras practicas sexuales se han asociado a la
localizacion anorrectal de C. trachomatis, como el fisting, el fingering o el uso de
juguetes sexuales [456]. Sin embargo, estudios realizados en mujeres no encuentran una
asociacioén clara entre la presencia de C. trachomatis anorrectal y el sexo receptivo anal
[457], lo que hace pensar en otras hipdtesis para la adquisicidn de la infeccidn rectal. Se
han propuesto varias causas, como la infranotificacién del sexo anal en mujeres o la
autoinoculacién a partir de las secreciones vaginales [458]. No obstante, recientemente
se ha demostrado que este proceso podria ser bidireccional [459], y, por tanto, con
importantes implicaciones si no se realiza el cribado rectal en mujeres. Asimismo, el

aclaramiento espontaneo de C. trachomatis es menos frecuente en mujeres con
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infeccion concomitante genital y rectal que en infecciones Unicas en cualquiera de las
dos localizaciones [460], lo que apoya la afirmacién anterior. Por otro lado, la
persistencia de C. trachomatis a nivel rectal puede oscilar entre 2 y 42 semanas, con un
tiempo medio de 13 semanas, lo que es superior al aclaramiento en muestras genitales
(salvo en casos de infecciones simultdaneas en dos localizaciones) y superior a la
persistencia de la infeccién rectal por N. gonorrhoeae [461]. Esto podria explicar la
mayor prevalencia de C. trachomatis en muestras rectales comparado con N.

gonorrhoeae [462].

1.2. Infeccion orofaringea por C. trachomatis

La prevalencia de la infeccion orofaringea por C. trachomatis es baja, cuyas cifras son
muy variables en funcidn de la poblacién estudiada y las prdcticas sexuales de esas
poblaciones. Globalmente, en mujeres el rango de prevalencia es del 0,2% al 3,2% con
una mediana de 1,7%; en HSM la mediana es del 1,6% [451]. En la poblaciéon HSH es
donde encontramos mayor variabilidad. Asi, se han comunicado prevalencias que
oscilan entre el 0,5% y el 3,6%, pero se han observado prevalencias del 6,3% en

individuos en PrEP y hasta del 17,7% en trabajadores sexuales [463] (Figura 57).
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13,3% <
56,7% 20%
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Figura 57. Distribucion de la infeccidén anorrectal, faringea y urogenital por C. trachomatis por
ubicacidn anatémica. A) HSH y mujeres transgénero. B) Hombres cis-heterosexuales. C) Mujeres cis-
heterosexuales. Adaptado de Many cols., 2021 [464].

Sin embargo, todos esos estudios coinciden en sefalar que la prevalencia de C.
trachomatis en localizacion faringea es inferior a la de N. gonorrhoeae, cuando la
prevalencia en localizacidn genital y rectal de C. trachomatis es 5y 2 veces superior a la
de N. gonorrhoeae, respectivamente [462,465]. Esto podria deberse a que C
trachomatis posee mas afinidad por el epitelio columnar que por el epitelio escamoso,

gue es el que fundamentalmente cubre la orofaringe [466], lo que podria explicar
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también las bajas prevalencias observadas. Sin embargo, esto no quiere decir que la
infeccidon orofaringea no se produzca, sino que posiblemente esto suponga una menor

carga bacteriana que podria dificultar su deteccién por los sistemas convencionales.

Por otra parte, diversos estudios han evaluado la velocidad de aclaramiento de C.
trachomatis de la orofaringe, aunque con resultados variables. En un estudio realizado
en el afio 2015, el 36% de los pacientes aclararon C. trachomatis de la orofaringe de
forma espontanea transcurridos 10 dias [467]. Sin embargo, otros estudios observaron
que la infeccién orofaringea por C. trachomatis podria mantenerse entre 42 y 100 dias
[468] (Figura 58). Estos autores detectaron casos con resultados positivos intermitentes,
lo que podria estar relacionado con una menor carga bacteriana en esta localizacion
cercana al umbral de deteccién de las plataformas moleculares, y proporciondandonos

una percepcion errénea del rapido aclaramiento [469].
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Figura 58. Curvas Kaplan-Meier de la duracién de C. trachomatis en faringe [468].

Varios autores han evaluado los factores de riesgo asociados a la infeccion orofaringea
por C. trachomatis. En HSH, el sexo oral receptivo con eyaculacion se ha asociado
significativamente a un riesgo 5,3 veces mayor que los que no realizaban este tipo de
practicas [470]. En mujeres, el sexo oral receptivo se asocié a un mayor riesgo de
infeccion [471]. Otros estudios han asociado la infeccion orofaringea con un nimero
elevado de parejas sexuales [453] o historia de ITS previas [472]. Esta informacién
ayudaria a definir con mas evidencia qué poblaciones deberian ser cribadas para

optimizar una estrategia coste-efectiva.
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1.3. Impacto de las infecciones extragenitales causadas por C. trachomatis
1.3.1. Impacto en la salud sexual y reproductiva

Las infecciones extragenitales causadas por C. trachomatis cursan de manera
asintomatica en un porcentaje considerable de los pacientes, tanto hombres como
mujeres, por lo que su deteccion depende fundamentalmente del cribado asintomatico.
En mujeres, hasta el 100% de los casos orofaringeos son asintomaticos, mientras que,
para la infeccidn rectal, esos porcentajes varian del 36% al 100% [451]. En HSH, los datos
también son variables. En un estudio realizado en San Francisco, el porcentaje de
infeccidn rectal asintomatica fue del 85% [473]; sin embargo, en un estudio realizado en
Ohio hasta un 42% de los casos cursaron con sintomas [474]. En aquellos casos que
cursan con sintomas, en la infeccidn orofaringea los sintomas mds frecuentes son
faringitis, linfadenopatias localizadas e inflamacién de la cavidad oral; en la infeccién

rectal, los mas comunes son prurito, secrecion rectal, inflamacién, dolor y eritema [453].

Es bien conocido que la infeccién urogenital por C. trachomatis no tratada puede dar
lugar a complicaciones a largo plazo, como enfermedad pélvica inflamatoria,
endometritis u orquitis, entre otras. No obstante, el riesgo de complicaciones tardias
por infecciones rectales y faringeas causadas por C. trachomatis es desconocido, aunque
posiblemente sea bajo [475]. Sin embargo, la transmisidn bidireccional de C.
trachomatis entre el recto y el tracto genital femenino puede contribuir a una
cronificacion de la enfermedad [460] vy, por tanto, a mayor riesgo de complicaciones.
Ademas, la infeccidn rectal puede en ocasiones confundirse con enfermedades que

consumen recursos, como neoplasias, colitis ulcerosa o enfermedad de Chron [239].

Por otra parte, la infeccién por C. trachomatis se ha asociado a un mayor riesgo de
adquisicion de VIH. En un metaanalisis en el que se incluyeron 26 estudios, encontraron
que el riesgo era dos veces mayor para los HSH infectados por C. trachomatis en
comparacion con los que no lo estaban [476]. Ademas, el antecedente de dos o mas
infecciones rectales por C. trachomatis se ha asociado con un riesgo 8 veces mayor para
la adquisicion de VIH [477].

1.3.2. Impacto en la transmision y el mantenimiento de la epidemia

El alto porcentaje de casos asintomaticos pone de manifiesto que un cribado basado
exclusivamente en sintomas puede dar lugar a un importante infradiagnéstico [478] vy,
por tanto, al mantenimiento de la epidemia. Ademads, un importante ndmero de
infecciones extragenitales podrian pasar desapercibidas si la deteccién de C

trachomatis sdlo se realiza en localizacidén genital. Se estima que el cribado selectivo
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impediria la deteccion de entre el 50 y el 75% de las infecciones rectales y faringeas
[451,479]. En las mujeres, hasta el 25% de las infecciones afectan Unicamente a una
localizacidon anatdmica extragenital [464], con un rango del 5-25% para la localizacion
rectal y hasta un 20% de las infecciones en localizacidn faringea [467]. En HSH, la
proporciéon de infecciones que afectan a un Unico sitio anatémico extragenital es mayor
que en el caso de las mujeres, variando del 63% al 86% [480]. En un estudio de cohortes
retrospectivo realizado en Paises Bajos, que incluyé a mas de 100.000 HSH, el porcentaje
de infecciones Unicas en localizacion rectal y faringea fue casi del 60% y el 5%,
respectivamente [481]. Factores como ser trabajador del sexo, tener relaciones sexuales
exclusivamente con hombres y la ausencia de sintomas urogenitales se han asociado

significativamente con la infeccidn rectal Unica por C. trachomatis [480].

Las infecciones extragenitales podrian actuar como reservorios, contribuyendo a la
transmisién de la infeccion por C. trachomatis. Modelos matematicos sugieren que para
explicar las elevadas tasas de infeccidn extrarrectal por C. trachomatis son necesarias
otras rutas de transmision distintas al sexo oral y anal [482]. Ademas, se ha estimado
que el porcentaje de infecciones causadas por C. trachomatis puede variar en funcién
de las practicas sexuales; el sexo anal causaria entre el 44,7% y 55,9% de las infecciones,
el sexo oral-anorrectal entre el 15,6% y 36,1%, mientras que el sexo oral-uretral causaria
entre el 8,7% vy el 19,2% de las infecciones. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
durante los actos sexuales suelen producirse multiples practicas sexuales [483], lo que
dificulta delimitar claramente qué practicas sexuales especificas son responsables de la

trasmision entre localizaciones anatémicas [484].

En definitiva, conocer las dindmicas de transmisidon es crucial para poner en marcha
intervenciones eficaces para mejorar el control de las infecciones causadas por C.
trachomatis, y en general, el control de las ITS. Sin embargo, la transmision de las ITS
sigue patrones complejos, con redes sexuales altamente interconectadas, lo que hace

especialmente dificil conocer la epidemiologia con exactitud.

2. Infecciones causadas por los genotipos L de C. trachomatis
2.1. Infeccidn anorrectal por genotipos L

A diferencia de las infecciones causadas por los genotipos no L de C. trachomatis,
actualmente las infecciones causadas por los genotipos L son principalmente de
localizacion rectal, que, en el caso de cursar con sintomas, se manifiestan
mayoritariamente en forma de proctitis, con sintomas como dolor, tenesmo, secrecién

mucopurulenta y sangrado.
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No obstante, las infecciones anorrectales por los genotipos L son de naturaleza
asintomatica en una proporcidn considerable de pacientes. La prevalencia de casos
asintomaticos varia en funciéon de los estudios, aunque en la mayoria estan en torno al
25% [485]. En nuestra serie, el porcentaje de casos asintomaticos fue del 20,8% (véase
Capitulo I). Por otro lado, recientemente se ha comunicado un aumento de la incidencia
de LGV asintomdtico [486], especialmente en personas que viven con VIH [248]. Las
causas que podrian explicar este aumento son los cambios en los programas de cribado
[487], el aclaramiento mds rapido y cuadros menos graves en las reinfecciones, o
cambios en los genotipos L circulantes a lo largo del tiempo, pues se han observado
sintomas menos graves o ausencia de sintomas en los pacientes infectados por ciertas
variantes [228,252].

Segun las ultimas guias europeas de tratamiento del LGV, el tratamiento de eleccion de
la infeccidn causada por los genotipos L es 100 mg de doxiciclina dos veces al dia durante
21 dias [488]. Alternativamente, puede utilizarse 1 g de azitromicina 1 vez por semana
durante tres semanas. Estos regimenes son los recomendados tanto para la infeccidn
sintomatica como para la asintomatica, incluyendo a los contactos. Sin embargo, en el
caso de la infeccidén asintomatica, hay cada vez mas datos acerca de la posibilidad de
utilizar regimenes mas cortos, aunque en estos casos es recomendable realizar una

prueba de cura tras 4-6 semanas [489].

2.2. Infeccidn extrarrectal por genotipos L

Aunque se han documentado casos de infeccién causada por genotipos L tanto de
localizacion genital (vaginal/cervical y uretral) como faringea, las infecciones de
localizacion extrarrectal suponen actualmente una minoria en la epidemiologia del LGV.
Esto puede deberse al caracter asintomatico de estas infecciones o una falta de cribado

en estas localizaciones [245].

La infeccion genital se caracteriza por la presencia de adenopatias inguinales o
femorales, unilaterales y muy dolorosas. La infeccidn orofaringea suele manifestarse en
forma de adenopatias cervicales y submandibulares, presencia de exudado faringeo
purulento y en ocasiones con la aparicion de ulceras en la cavidad oral [490-492]. A
pesar de los datos clinicos, un porcentaje considerable de las infecciones de localizacion
extrarrectal causadas por los genotipos L son asintomaticas, pudiendo alcanzar hasta el
50% de los casos [243,493].
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De forma paralela a la infeccién anorrectal por los genotipos L, se ha planteado que un
régimen de tratamiento mas corto en las infecciones asintomaticas por genotipos L en

localizacion extrarrectal podria ser suficiente.

2.3. Impacto de las infecciones asintomaticas y extrarrectales por genotipos L
2.3.1. Impacto en el diagnéstico

La deteccidon de los genotipos L es de interés epidemioldgico y terapéutico, y debe
realizarse de forma temprana, pues el tratamiento suele requerir un régimen de 3
semanas en lugar del régimen habitual de 1 semana para el caso de las infecciones

causadas por los genotipos no L de C. trachomatis [488].

Actualmente, sélo cuatro ensayos comerciales estan disponibles para la deteccion de
los genotipos L de C. trachomatis [494]: RealCycler® Universal CHSL-U/CHSL-G (Progenie
Molecular, Espafia), RealCycler® Universal ULCGEN-U/ULCGEN-G (Progenie Molecular,
Espafia), VIASURE H. ducreyi + CT LGV Real-Time PCR Detection Kit (CerTest BIOTEC,
Espafia) y Allplex™ Genital Ulcer Assay (Seegene, Corea del Sur). Sin embargo, éstos no
han estado disponibles hasta hace relativamente poco; por ello, se propusieron varias
estrategias caseras basadas en la amplificacidon de acidos nucleicos para su deteccién.
La mayoria de estas estrategias van dirigidas frente a los genes ompA y/o pmpH [495],
aunque la estrategia basada en la delecidon de 36 pb del gen pmpH ha sido la mas

ampliamente utilizada [256].

Segun las ultimas guias europeas sobre el manejo del LGV, idealmente la deteccién de
los genotipos L deberia estar disponible en todos de los paises europeos. Sin embargo,
el diagndstico de LGV no esta disponible en la mayoria de los entornos, y habitualmente
sélo un centro de referencia a nivel nacional realiza el diagndstico [209]. En Espaiia, sélo
el 65% de los laboratorios dispone de técnicas para la adecuada deteccién de estos

genotipos [496].

La carga bacteriana de C. trachomatis puede limitar la sensibilidad de los métodos
diagndsticos disponibles, pues puede variar en funciéon de distintos factores. Por un lado,
las localizaciones anorrectal y faringea de C. trachomatis se han asociado a menores
cargas bacterianas que la localizacion genital [497]. Ademas, diversos autores han
postulado que una mayor carga bacteriana podria estar asociado a una mayor severidad
de la infeccion [498], lo que podria hacer pensar que las infecciones asintomaticas
podrian cursar con cargas bacterianas mas bajas. Esta afirmacidon ha sido demostrada

en la infeccion genital, pues la presencia de sintomas como secrecidn vaginal y uretral
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se han asociado consistentemente con una mayor carga bacteriana [499]. Sin embargo,
no se ha visto asociacién en la infeccidn anorrectal por C. trachomatis [500]. Asimismo,
se ha observado que las cargas bacterianas en infecciones urogenitales de repeticion
son mas bajas [501], lo cual podria estar relacionado con el desarrollo parcial de
inmunidad frente a estas infecciones; no obstante, esto no ha quedado demostrado en
la infeccidon anorrectal [502]. Estos estudios no diferencian en ningln caso entre
genotipos Ly no Lde C. trachomatis, y, por tanto, en el caso de LGV no se puede conocer
con exactitud el papel de la carga bacteriana en la deteccién por los métodos

diagndsticos disponibles.

2.3.2. Impacto en el control de la epidemia de LGV

Diversos autores han postulado que las infecciones extrarrectales y asintomaticas por
estos genotipos podrian actuar como reservorio contribuyendo al mantenimiento de la
epidemia; de hecho, hasta en un 6,8% de las parejas de pacientes con infeccion
anorrectal por genotipos L presentaron infecciéon uretral por estos mismos genotipos

[245], revelando el posible papel de esta localizacidn en la transmisidn de la infeccién.

Para el control de la epidemia actual por LGV deben establecerse una serie de medidas
gue aborden, entre otras, las cuestiones anteriores. Un ejemplo reciente que nos puede
ayudar a entender cémo abordar el control de la epidemia causada por los genotipos L

es el éxito en el control de mpox en 2022 (Figura 59).

Linfogranuloma venéreo mpox

= En 2003, se describe un brote de LGV en Rotterdam en En 2022, se describe un brote de mpox en Londres en HSH
HSH con presentacién atipica (proctitis) asociado a posible transmision sexual

= Progresivamente se comunican casos en otros pal’ses Progresivamente se comunican casos en otros pal’ses
europeos europeos y el resto del mundo

= No se generaliza la deteccion molecular de los genotipos L Se declara la alerta internacional y se generaliza el
de C. trachomatis diagnostico de mpox en los laboratorios.

* Retraso diagnostico: Rapida deteccion clinica y de laboratorio de los casos:

+ Se confunde con otras patologias + Lesiones cutaneas caracteristicas
* No se sospechan los casos asintomdticos ni las infecciones * Bulsqueda proactiva en otras localizaciones y casos
en otras localizaciones asintomaticos

Numero de casos
Numero de casos

Figura 59. Principales semejanzas y diferencias entre las epidemias asociadas a los genotipos L y
mpox [503].
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Ambos patégenos tienen en comun que, aun siendo endémicos en otras regiones,
estaban ausentes en Europa, y ocasionaron una epidemia como consecuencia de una
entrada Unica que se dispersé través de los contactos sexuales, fundamentalmente
entre HSH. En el caso de mpox, se declaré la alerta internacional, lo que generd
preocupacion en la poblacién, las técnicas moleculares se implementaron rapidamente
en los laboratorios y se llevd a cabo la busqueda activa de mpox en varias localizaciones,
incluyendo a los individuos asintomaticos; ademas, se dispone de una vacuna. Por el
contrario, el diagndstico de LGV no se ha implementado en muchos laboratorios, su
diagndstico en ocasiones se realiza con retraso por confusién con otras patologias y no
se sospechan las infecciones asintomaticas. Para intentar controlar la epidemia,
debemos por tanto extender la disponibilidad de técnicas de genotipado en todos los
laboratorios, aumentar la busqueda activa en poblaciéon asintomatica en muestras
extragenitales e incluir el LGV en el diagndstico diferencial de enfermedades

gastrointestinales no infecciosas.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La epidemia actual de LGV afecta fundamentalmente a HSH, con una alta prevalencia en
muestras de localizaciéon anorrectal. Sin embargo, varios autores han sugerido un
infradiagndstico en muestras no rectales. La elevada proporcion de infeccidon
asintomatica y la menor carga bacteriana en estas localizaciones podria ser una de las
causas del mantenimiento de la epidemia y el elevado nimero de individuos infectados.
Conocer la prevalencia de la infeccion en estas localizaciones es crucial para evaluar el
potencial papel que pueden tener este tipo de infecciones en el mantenimiento y

control de la epidemia de LGV.
Los objetivos de este capitulo fueron:

1. Desarrollo de una nueva PCR a tiempo real anidada que permita aumentar la
sensibilidad para la deteccidn de los genotipos L de C. trachomatis en casos de

baja carga bacteriana.

2. Comparar las sensibilidades de la nueva PCR y la PCR a tiempo real utilizada en

la rutina diagndstica para la deteccion de los casos de LGV.

3. Reevaluar la prevalencia de genotipos L en muestras de localizacion extrarrectal
y en infecciones asintomaticas mediante el uso de la nueva PCR diagndstica en
muestras clinicas que previamente habian sido clasificadas como negativas para

los genotipos L.

4. Evaluar el impacto clinico de la deteccién de nuevos diagndsticos de LGV.
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MATERIAL Y METODOS

1. Extraccion del material genético

La extraccion del material genético de las muestras utilizadas en este capitulo se llevd a
cabo mediante el sistema automatizado NucliSENS® EasyMag® (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, France), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé un volumen inicial

de 300 pL y un volumen de elucién de 50 pL.

2. Controles

En todos los ensayos de PCR se utilizaron dos oligonucleétidos sintéticos gBlocks™
(Integrated DNA Technologies, IS, Estados Unidos) disefiados frente a los genes pmpH
de las cepas de referencia L2/434/Bu (AM884176) y C. trachomatis G-9301 (CP0019399)
como controles de genotipos Ly no L de C. trachomatis, respectivamente. La secuencia
de estos oligonucledtidos, de 450 pb cada uno, se muestra en la Tabla 10. Ademas, se
utilizaron 10 muestras previamente caracterizadas mediante secuenciacion de los genes
pmpH y ompA como controles adicionales, correspondientes a 5 genotipos L y 5

genotipos no-L.

Tabla 10. Secuencia de los oligonucleétidos sintéticos gBlocks™ utilizados como controles en los
experimentos realizados en este capitulo.

Cepa d(? Secuencia (5°-3")
referencia
AGGGCCAGTTCTTCAAAATTATGCCTTCATTTCAGCAGGAGAGACACTTACTCTGAG
AGATTTTTCGAGTCTGATGTTCTCGAAAAATGTTTCTTGCGGAGAAAAGGGAATGAT
CTCCGGGAAAACCGTGAGTATTTCCGGAGCAGGCGAAGTGATTTTCTGGGATAACT
L2/434/Bu CCGTGGGGTATTCTCCTTTATCTACTGTGCCAACCTCATCATCAACTCCGCCTGCTCC
(Genotipo L) AACAGTTAGTGATGCTCGGAAAGGGTCTATTTTTTCTGTAGAGACTAGTTTGGAGAT

CTCAGGCGTCAAAAAAGGGGTCATGTTCGATAATAATGCCGGGAATTTCGGAACAG
TTTTTCGAGGTAAGAATAATAATAATGCTGGTGGTGGAGGCAGTGGTTCCGCTACA
CCATCAAGTACGACTTTTACAGTTAAAAACTGTAAAGGGAAAGTTTCTTTCAC

AGGGCCAGTTCTTCAAAATTATGCCTTCATTTCAGCAGGAGAGACACTTACTCTGAA
AGATTTTTCGAGTTTGATGTTCTCGAAAAATGTTTCTTGCGGAGAAAAGGGAATGAT
CTCAGGGAAAACCGTGAGTATTTCCGGAGCAGGCGAAGTGATTTTCTGGGATAACT
G-9301 CTGTGGGGTATTCTCCTTTGTCTACTGTGCCAGCATCGACTCCAACTCCTCCAGCACC
(Genotipo no-L) |  AGCACCAGCTCCTGCTGCTTCAAGCTCTTTATCTCCAACAGTTAGTGATGCTCGGAA
AGGGTCTATTTTTTCTGTAGAGACTAGTTTGGAGATCTCAGGCGTCAAAAAAGGGG
TCATGTTCGATAATAATGCCGGGAATTTCGGAACAGTTTTTCGAGGTAAGAATAATA
ATAATGCTGGTGGTGGAGGCAGTGGTTCCGCTACACCATCAAGTACGACTTT
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3. Diseno de la gPCR anidada en un solo tubo

En linea con las estrategias previamente publicadas, se disefié una nueva PCR basandose
en la delecidn de 36 pb del gen pmpH presente exclusivamente en los genotipos L de C.
trachomatis [256]. Se optd por el diseiio de una gPCR anidada en un solo tubo, para lo
cual se utilizaron dos pares de cebadores con una amplia diferencia en sus temperaturas
de hibridacidon, de 702C y 602C. Los cebadores y la sonda utilizadas para este ensayo se

muestran en la Tabla 11.

Tabla 11: cebadores y sonda utilizados para la deteccidn de los genotipos L mediante la gPCR anidada
en un solo tubo.

T o
Cebador Secuencia (5°-3) Tm (2C) amz.m’o
amplicon
LGV-Fext CCGTGAGTATTTCCGGAGCAGGCGAAGTGA 72,5
227 pb
LGV-Rext ACCTCGAAAAACTGTTCCGAAATTCCCGGCA 72,5
LGV-Fint TCCGTGGGGTATTCTCCTTT 62,7
125 pb
LGV-Rint ACGCCTGAGATCTCCAAACT 63,2
LGV-sonda FAM-CCGCCTGCTCCAACAGTTAGTGATG-BHQ1 68 -

ext: externos; int: internos.

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pl
conteniendo 15 pl de 2x Tagman Fast PCR Master Mix (Applied Biosystems), una
concentracion final de 150 nM para los cebadores y 200 nM para la sonda, y 5 pl del
ADN previamente extraido. Esta qPCR se llevd a cabo en termocicladores 7500 Fast Real
Time (Applied Biosystems), con las siguientes condiciones: 1 ciclo de activacién de la
polimerasa a 942C durante 1 min, seguido de 15 ciclos a 942C durante 5 segundos para
la desnaturalizacion de las hebras de ADN y 70°C durante 45 segundos para la
hibridacion de los cebadores externos y posterior elongacién; a continuacion, 40 ciclos
a 949C durante 5 segundos y 60°C durante 30 segundos para la hibridacién de los
cebadores internos y la sonda y posterior elongacion. La adquisicion de la sefial de

fluorescencia se realizé durante el paso de hibridacién y elongacién a 602C.

Una vez seleccionadas las concentraciones éptimas y las condiciones de la gqPCR, se
determind la eficiencia (E) y el coeficiente de correlacion (R?); para ello, se realizaron 7
diluciones seriadas 1:10 del oligonucledtido sintético gBlocks™ para el gen pmpH de la
cepa L2/434/Bu, partiendo de una concentracién de 103 ng/ml y utilizando 3 réplicas

para cada concentracion. Se realizé una recta patrén a partir de los valores de Ct (cycle
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threshold) obtenidos para cada dilucién, calculandose a partir de ella el R> y la E,

1
utilizando la siguiente formula: E = [(10(_5)) - 1], siendo m la pendiente de la recta.

3.1. Evaluacidn analitica de la qPCR anidada en un solo tubo

Tras la optimizacidn de la qPCR anidada en un solo tubo, ésta se comparé con una qPCR

simple, utilizando Unicamente la pareja de cebadores internos (Tabla 11).

La reaccion de amplificacion de la gPCR simple se realizé en un volumen final de 25 pl
conteniendo 12,5 ul de 2x Tagman Fast PCR Master Mix (Applied Biosystems), una
concentracion final de 150 nM para los cebadores y 100 nM para la sonda, y 5 pl del
producto amplificado obtenido en la PCR-1. Las condiciones fueron las siguientes: 1 ciclo
de activacion de la polimerasa a 942C durante 1 min, seguido de 40 ciclos a 942C durante
5 segundos para la desnaturalizacion de las hebras de ADN y 602C durante 30 segundos
para la hibridacién de los cebadores internos y posterior elongacién. La adquisicion de

la sefal de fluorescencia se realizdé durante el paso de hibridacién y elongacién a 602C.

La sensibilidad analitica de ambas gPCR se evalué mediante la utilizacién de diluciones
seriadas 1:10 de los fragmentos gBlocks™ de la cepa L2/434/Bu desde una
concentracién inicial de 10% ng/ml hasta 103 ng/ml. Para el calculo del limite de
deteccién de cada gPCR se realizaron 20 réplicas de cada dilucién, siendo el limite de
deteccidn la concentracidn mas baja a la que se obtuvo una amplificacidon positiva de
forma reproducible con una probabilidad del 95%; por tanto, al realizarse 20 réplicas, el
limite serd la concentracidn mas baja en la que se obtiene un resultado positivo en 19 o

20 réplicas.

Adicionalmente, se compararon los valores de Ct obtenidos mediante el empleo de
ambas gPCR en una seleccidn aleatoria de 100 muestras en las que previamente se
habian detectado genotipos L de C. trachomatis mediante la amplificaciéon vy

secuenciacion de los genes pmpH y ompA.

3.2. Evaluacion clinica

Una vez la gPCR anidada fue evaluada, se seleccionaron retrospectivamente 1.700
muestras en las que se detectd C. trachomatis pero que resultaron negativas para los
genotipos L mediante el ensayo de gPCR habitual utilizado en la rutina diagndstica
(Capitulo I). Estas muestras procedian de pacientes atendidos en tres centros: Hospital

Universitario Ramdn y Cajal y los centros especializados en ITS CS Sandoval y Centro
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Montesa. Las muestras fueron seleccionadas de forma aleatoria desde enero de 2018 a

noviembre de 2019.

Para esta evaluacion, se realizaron de forma paralela los ensayos de qPCR anidada en
un solo tubo y la qPCR simple. Como los cebadores internos utilizados en este capitulo
son distintos a los cebadores utilizados en la rutina diagndstica habitual de LGV (Tabla
1, Capitulo 1), paralelamente a estos ensayos también se realizé la qPCR utilizada en el

diagndstico.

3.2.1. Confirmacion de los resultados positivos

Todas las muestras en las que se obtuvo una amplificacidn positiva para los genotipos L
utilizando la gPCR anidada en un solo tubo se volvieron a analizar utilizando la misma
PCR, pero esta vez utilizando un agente fluorescente intercalante del ADN en lugar de |a

sonda; seguidamente, se llevod a cabo el andlisis de las curvas de disociacién.

Para esta qPCR se empled un volumen final de 20 uL conteniendo los siguientes
reactivos: 10 pL de NZYSupreme gPCR Green Master Mix (2x) (NZYTech, Lisboa,
Portugal), una concentracién final de las dos parejas de cebadores de 400 nM cada uno
y 5 uL de ADN molde. Estas qPCR se realizaron en termocicladores CFX96 Touch Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Francia) con las siguientes
condiciones: 1 ciclo de activacién de la polimerasa a 952C durante 3 minutos, seguido
de 15 ciclos a 949C durante 1 minuto para la desnaturalizacidn de las hebras de ADN,
702C durante 30 segundos para la hibridacién de los cebadores externos y elongacion a
729C; a continuacion, 40 ciclos a 942C durante 1 minuto, 602C durante 30 segundos para
la hibridacion de los cebadores internos y la sonda y elongacién a 722C. La adquisicion
de la sefial de fluorescencia se realizé durante el paso elongacién a 722C durante los
ultimos 40 ciclos. Tras la PCR, las curvas de disociacion se obtuvieron mediante la
aplicacién de un gradiente de temperatura ascendente, de 652C a 952C, a una velocidad
de 0,52C/5 seg.

3.2.2. Datos clinicos y epidemioldgicos

Se revisaron las historias clinicas de los pacientes en los que se detectaron genotipos L
previamente no diagnosticados, recogiéndose datos clinicos y epidemiolégicos. Entre
ellos, se recogieron edad, sexo, grupo de riesgo, sintomas y signos, estado seroldgico
frente al VIH, ITS concomitantes, tratamiento recibido y controles posteriores al

diagnéstico.
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RESULTADOS

1. Evaluacion analitica
1.1. Eficiencia y rango de linealidad

La curva estandar se construyd utilizando tres réplicas de 7 diluciones, desde una
concentracion inicial de 103 ng/ml a 10 ng/ml, estableciéndose el rango lineal entre
103-102 ng/ml, con un R?=0,996. La eficiencia de la reaccidon de amplificacién en el rango
lineal fue del 97,95% (Figura 60).
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Cycle threshold

Figura 60. Recta estdndar obtenida a partir de las diluciones seriadas (103-102 ng/ml) de los
fragmentos gBlocks™ de la cepa L2/434/Bu (genotipo L) utilizando la gPCR anidada en un solo tubo.

1.2. Limite de deteccion

Para el célculo de los limites de deteccidn se utilizaron las concentraciones de 103 ng/mll
a 103 ng/ml, pues en los experimentos previos no se obtuvo ningun resultado positivo
con las concentraciones de 10* y 10° ng/ml. El limite de deteccién para las qPCR
anidadas en un solo tubo fue 102 ng/ml, mientras que para la qPCR simple fue de 1

ng/ml, dos diluciones 1:10 menos.

Posteriormente, se compararon los dos ensayos utilizando 100 muestras previamente
caracterizadas. Utilizando el ensayo de qPCR anidada en un solo tubo, se obtuvieron

valores de Ct mas bajos que para la gPCR simple, valor que disminuyd una media de 11,5

ciclos (Figura 61).
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Cycle threshold

qPCR anidada en un solo tubo

qPCR simple

Figura 61. Diagrama de cajas y bigotes obtenido a partir de los valores de Ct para cada una de las
gPCR evaluadas. Se utilizaron un total de 100 muestras positivas para los genotipos L.

2. Evaluacion clinica: impacto de las infecciones no diagnosticadas
2.1. Nuevos diagnosticos

Se analizaron un total de 1.700 muestras previamente negativas para la deteccidon de
genotipos L de C. trachomatis. De las muestras analizadas, 595/1.700 (35%) eran
muestras rectales, 330/1.700 (19,4%) muestras cervicales, 289/1.700 (17%) muestras
uretrales, 254/1.700 (14,9%) orinas, 208/1.700 (12,2%) muestras faringeas y 24/1.700

(1,4%) ulceras.

Utilizando la qPCR simple tanto con los cebadores internos (Tabla 11) como con los
cebadores utilizados a lo largo de esta Tesis (Tabla 1, Capitulo 1), no se obtuvo
amplificacién positiva para los genotipos L de C. trachomatis. Sin embargo, utilizando la
gPCR anidada en un solo tubo se obtuvo amplificacién positiva para los genotipos L en
un total de 91 muestras, lo que representa el 5,4% de las muestras testadas. De ellas,
76/91 (83,5%) eran muestras rectales, 6/91 (6,6%) eran ulceras, 4/91 (4,4%) uretrales,
3/91(3,3%) faringeas, y 2/91 (2,2%) orinas. Las muestras positivas se analizaron también
con el mismo ensayo de qPCR anidado en un solo tubo utilizando un agente intercalante
del ADN seguido del analisis de las curvas de disociacidn. Este analisis revelé que 89/91
(97,8%) muestras amplificaron con un Unico pico a 81+0,52C, idéntico a los controles
positivos incluidos en los ensayos de qPCR y diferente a la temperatura de disociacion
obtenida para los controles de genotipos no L (82,5 +0,52C) (Figura 62), confirmandose
la presencia de un gen pmpH correspondiente a los genotipos L. Sélo 2/91 muestras
rectales no se confirmd la presencia de genotipos L mediante la gPCR anidada en un solo
tubo.
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Figura 62. Curvas de melting o disociacion obtenidas para los genotipos L (en azul, T2 de melting =
81+0,52C) y los genotipos no L (en rosa, T2 de melting = 82,5+0,52C). RFU: relative fluorescence units.

En la rutina diagnéstica habitual, durante el periodo de estudio (23 meses), C.
trachomatis se detecté en un total de 4.353 muestras procedentes de los pacientes
atendidos en los tres centros, correspondientes a 1.711 muestras rectales (39,3%), 807
vagino-cervicales (18,5%), 730 muestras uretrales (18,6%), 635 orinas (16,8%), 377
exudados faringeos (8,7), 88 ulceras (2%), 3 conjuntivales y 2 adenopatias. Utilizando la
gPCR habitual, se detectaron 458 genotipos L, lo que supone una prevalencia global del
10,5%. Aunque sélo se analizaron el 43,6% (1.700/3.895) de la totalidad de las muestras
con resultado negativo para los genotipos L, la suma de 89 diagndsticos mas de LGV
supone una nueva prevalencia del 12,6% (547/4.353), y, por tanto, un aumento del 20%,

lo que fue estadisticamente significativo (p=0,002).

Atendiendo al tipo de muestra, se observd un aumento del niumero de genotipos L
detectados en todas las muestras, observdandose los mayores incrementos en las
muestras faringeas y uretrales (Tabla 12). Cuando evaluamos conjuntamente la
infeccidn genital (exudados uretrales, cervicales y orinas), el aumento de la prevalencia
fue del 50%.
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Tabla 12. Prevalencia de los genotipos L por localizacién utilizando la gPCR simple y la gPCR anidada
en un solo tubo.

Genotipos L Genotipos L Incremento
Tipo de detectados detectados mediante Nueva en la
muestra mediante gPCR gPCR anidada en un prevalencia revalencia
simple (n=4.353) solo tubo (n=1.700) P
Rectal 392/1.711 (22,9%) 74/594 (12,6%) 466/1.711 (27,2%) 18,9%
Ulcera 51/88 (58,0%) 6/24 (25,0%) 57/88 (64,8%) 11,8%
Uretral 6/730 (0,8%) 4/289 (1,4%) 10/730 (1,4%) 66,7%
Cervical 3/807 (0,4%) 1/331 (0,3%) 4/807 (0,5%) 33,3%
Faringeo 1/377 (0,3%) 3/208 (1,4%) 4/377 (1,1%) 300,0%
Orina 5/635 (0,8%) 2/254 (0,8%) 7/635 (1,1%) 40,0%
Total 458/4.353 (10,5%) 89/1.700 (5,2%) 547/4.353 (12,6%) 20,0%

2.2. Datos clinicos y epidemioldgicos de los nuevos diagndsticos

Las 89 muestras en las que se detectaron los genotipos L mediante la nueva qPCR
correspondieron a 86 pacientes diferentes. En dos de los tres pacientes de los que se
disponia de dos muestras, esas dos muestras estuvieron separadas por 8 meses en
ambos casos. En el paciente restante, las dos muestras correspondieron al mismo

episodio, un exudado rectal y una ulcera.

Finalmente, se pudo realizar la revisién de 66/86 historias clinicas, aunque no siempre
fue posible disponer de todos los datos clinicos y epidemioldgicos. Globalmente, la
mediana de edad fue 32 afios, 63 eran hombres (95,5%) y 3 eran mujeres. De los
hombres, el 100% eran HSH y 6/66 (9,1%) eran trabajadores del sexo. En cuanto a la
infecciéon por VIH, el 52,3% (30/57) estaban infectados por el VIH, la mayoria de ellos
con una infeccién bien controlada y una carga viral indetectable (29/30); sélo en un
paciente el diagndstico de C. trachomatis coincidié con el diagndstico de la infeccidn por
VIH.

Con respecto a la sintomatologia, 29/60 (48,3%) de los pacientes eran asintomaticos en
el momento del diagndstico; 26/54 (48,1%) para la localizacion rectal, 2/3 (66,7%) en las
muestras uretrales y 1/2 (50%) en las faringeas. Las manifestaciones clinicas mas
frecuentes a nivel rectal (incluyendo las Uulceras rectales) fueron la secrecién
mucopurulenta (18/25; 72%) y el dolor rectal y abdominal (17/25; 68,0%). De los tres
pacientes en los que se detectaron los genotipos en localizacién faringea, se pudo

obtener los datos clinicos en dos de ellos; uno era asintomatico en el momento del

188



CAPITULO IV. Resultados

diagnédstico; sin embargo, el otro paciente presentaba adenopatias cervicales
bilaterales, dolorosas y odinofagia. En cuanto a las muestras de origen uretral, dos de
los pacientes estaban asintomaticos en el momento del diagndstico y el tercer paciente
presentaba una Ulcera concomitante. El 62,6% de los pacientes (30/48) presentaban una
ITS concomitante a la deteccién de C. trachomatis, en su mayoria N. gonorrhoeae
(28/30). Sin embargo, no hubo diferencias en la sintomatologia en funcion de la
presencia concomitante de N. gonorrhoeae, siendo el porcentaje de sintomaticos del
37,5% (6/16) y del 41,7% (5/12) para los pacientes con y sin gonococo concomitante,
respectivamente (p=0,883).

En cuanto al tratamiento, 42/52 (80,8%) pacientes recibieron una pauta corta; bien con
una dosis Unica de azitromicina de 1 g (37/52; 71,2%) o bien 100 mg de doxiciclina dos
veces al dia durante 7 dias (5/52; 9,6%). Diez pacientes recibieron una pauta larga de 21
dias bien con doxiciclina (9/52; 17,3%) o bien con una dosis de azitromicina semanal
durante 3 semanas (1/52; 1,9%), debido a la alta sospecha clinica de infeccién por
genotipos L o por persistencia de la clinica tras una semana de tratamiento. Ademas, 3
pacientes acudieron de nuevo al centro poco tiempo después del diagndstico de la
infeccion por C. trachomatis por persistencia de los sintomas. En resumen, del conjunto
de pacientes sintomaticos (31/60; 51,7%), 13 tuvieron que recibir un tratamiento mas
largo o bien los sintomas persistieron, lo que supone el 41,9% de los casos. Se realizd
PCR de control (prueba de cura) en 19 de los 44 pacientes, con amplificacidn positiva

para C. trachomatis en 3 casos (uno de ellos identificado como genotipo L).
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DISCUSION

En este capitulo se ha disefiado una nueva PCR con mayor sensibilidad que la PCR
utilizada en la rutina diagndstica habitual para la deteccidén de los genotipos L de C.
trachomatis. Esta PCR permitid detectar 89 casos mds de LGV entre 1.700 muestras
previamente clasificadas como negativas para los genotipos L, lo que supuso un
aumento en la prevalencia durante el periodo de estudio del 20%, especialmente en la
infeccidon genital (50%) y faringea (300%). En un estudio realizado en Paises Bajos, 23
HSH con infeccién faringea por C. trachomatis habian tenido relaciones sexuales con
parejas diagnosticadas de LGV, pero sélo en dos pacientes finalmente se detectaron
genotipos L [467], lo que podria indicar que el diagndstico convencional en este tipo de

muestras puede no estar optimizado.

El hecho de que los genotFipos L en estas muestras no se detectaran de forma correcta
en la rutina diagnéstica habitual podria deberse a varias causas. En primer lugar, podria
estar relacionado con una menor carga bacteriana. En estas muestras si se llevd a cabo
de forma correcta la deteccién de C. trachomatis. Esta aparente discrepancia se explica
porque las plataformas moleculares utilizadas en rutina van dirigidas frente a varias
dianas, tanto en el cromosoma, como en el plasmido, presente en varias copias por
célula. Sin embargo, la deteccién de los genotipos L se llevé a cabo mediante una gPCR
casera basada en la delecién del gen pmpH, gen cromosdémico presente en una Unica
copia por cada célula bacteriana. Ademas, las localizaciones rectal y faringea de C.
trachomatis se han asociado a menores cargas bacterianas que la localizacién genital
[469,497], lo que podria hacer mas dificil su deteccién. En segundo lugar, es posible que
en estas muestras existiera una coinfeccién entre genotipos L y no-L de C. trachomatis,
con una sobrerrepresentacidon de estos ultimos frente a los primeros, lo que podria
impedir la correcta deteccidon de los genotipos L. La coinfeccién entre genotipos L y no-
L se ha documentado en varios estudios, con prevalencias variables; en un estudio
realizado en Espafia, hasta en un 10,9% de los casos se detectaron simultdneamente
genotipos invasivos y no invasivos [167]. Sin embargo, en este capitulo no realizamos la
evaluacién de la presencia de coinfecciones y no se pudo disponer de los valores de Ct
en el diagndstico inicial de C. trachomatis, que nos hubiera ayudado a conocer de forma
indirecta la carga bacteriana en esas muestras. En la revisiéon de las historias clinicas,
hasta en 5 ocasiones se documentd que la amplificacién observada estaba cerca del cut

off de la técnica, pero no es suficiente para establecerlo como causa de lo observado.

De manera general, casi la mitad de las infecciones diagnosticadas mediante el uso de

la nueva PCR fueron asintomaticas. El porcentaje de asintomaticos en nuestra serie
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(Capitulo 1) fue del 21% (46/219), muy por debajo del porcentaje de asintomaticos en
este subgrupo. En varios estudios se ha relacionado una mayor severidad de la infeccién
con mayores cargas bacterianas [498], y, por tanto, las infecciones asintomaticas
podrian cursar con cargas bacterianas mas bajas, aunque esto no se ha demostrado para
las infecciones anorrectales [500]. Recientemente, la necesidad de la deteccion de las
infecciones asintomaticas por C. trachomatis, especialmente en infecciones faringeas y
rectales, estd siendo sometida a debate [475]. Uno de los argumentos en contra es el
escaso impacto clinico de las infecciones asintomadticas en estas localizaciones, con
pocas evidencias de complicaciones a largo plazo. Sin embargo, el LGV en ausencia de
tratamiento puede causar importantes secuelas y complicaciones, como proctocolitis,
fistulas y estenosis rectal, aunque no existe una evidencia clara de las complicaciones

en la infeccion asintomatica.

El tratamiento de la infeccién asintomatica por C. trachomatis también ha sido discutido,
ya que la incidencia de las ITS en poblacién asintomatica no estd disminuyendo [504] y
el sobretratamiento podria favorecer la seleccién de microorganismos resistentes a los
antibidticos, especialmente en el caso de la de azitromicina [479]. Sin embargo, otros
autores abogan que el tratamiento de estas infecciones podria ayudar a limitar la
propagacion de C. trachomatis en la poblacién general, pudiendo reducir la
susceptibilidad a la infeccién por VIH. El tratamiento de eleccion para la infeccién
causada por los genotipos L supone un régimen mas largo que en las infecciones
causadas por el resto de los genotipos (3 semanas versus 1 semana). El tratamiento
recibido por los pacientes diagnosticados gracias a la nueva PCR fue en su mayoria un
tratamiento corto; sin embargo, diez pacientes recibieron un tratamiento de mayor
duraciéon como consecuencia de la persistencia de sintomas o por alta sospecha de
infeccion por genotipos L, a pesar del resultado negativo. Ademas, tres pacientes
volvieron voluntariamente por persistencia de sintomas y tres pacientes persistieron
con PCR positiva para C. trachomatis en las pruebas de cura. Estos datos ponen de
manifiesto que el correcto genotipado de las infecciones causadas por C. trachomatis es

esencial para instaurar el tratamiento 6ptimo, especialmente en los casos sintomaticos.

Una limitacién de la estrategia propuesta en este capitulo es que no sabemos la
viabilidad de los genotipos detectados, y si son responsables finales de la clinica
observada. Para ello, estrategias futuras basadas en la deteccion de ARN mediante PCR

digital podrian a resolver esta cuestion [505].

Las infecciones causadas por los genotipos asociados a LGV posiblemente estén

infradiagnosticadas a nivel global. Las principales causas son la falta de sistemas de
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vigilancia adecuados en la mayoria de los paises, la falta de herramientas diagnésticas
apropiadas o la naturaleza asintomatica de la infeccién en una proporcién considerable
de pacientes [506]. Por tanto, disponer de herramientas diagndsticas adecuadas como
la propuesta en este capitulo, es esencial para el control de la infeccidn, especialmente

en grupos de alto riesgo [493].
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CONCLUSIONES

La caracterizacion molecular de la epidemia de LGV en Madrid durante un periodo
de 10 aios revela un escenario cada vez mdas complejo, con al menos 5 nodos de
transmision, un incremento del 740% en el ndmero de casos, y una mayor
diversidad de genovariantes y deteccion de formas recombinantes. Como

consecuencia, su control y erradicacion seran cada vez mas dificiles.

El andlisis de la epidemia durante estos 10 afios permitio identificar 2 periodos. Si
bien durante el 2010-2014 la epidemia parecia ralentizarse, en el periodo 2015-
2019 se observa una aceleracién en el nimero de casos, duplicando la incidencia

del periodo previo.

El LGV sigue asociado mayoritariamente a poblacion de hombres que tienen sexo
con hombres, aunque se observa una lenta propagacién hacia otras poblaciones en

riesgo de exposicion a infecciones de transmisién sexual.

Se observa una disociacién entre LGV y VIH a lo largo del tiempo, descendiendo de
un 84,3% al comienzo del estudio a un 51,1% a principios de 2021. Esta disociacién
es especialmente destacada en las nuevas variantes identificadas durante el
periodo 2015-2019, como L2bV4, donde tan solo el 46,2% de los pacientes son VIH
positivos. Este hallazgo es probablemente consecuencia de una mejora en las

estrategias diagndsticas y rapido acceso al tratamiento antirretroviral frente al VIH.

La pandemia por COVID-19 y las medidas instauradas tuvieron un impacto negativo
a todos los niveles, especialmente el ambito sociosanitario. Se observé un aumento
de los casos diagnosticados de LGV durante el primer afio pandémico, pasando de
24,5 a 38,5 casos al mes. Ademds, el porcentaje de casos respecto al total de
muestras positivas para Chlamydia trachomatis tras el fin de las medidas mas
estrictas aumentd desde el 13,1% al 28,4%, revelando como, a pesar de las
restricciones de movilidad y distanciamiento social, la pandemia de COVID-19

aceleré la dispersidn y descontrol de la epidemia de LGV.
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CONCLUSIONES

El esquema de tipado molecular propuesto en esta Tesis basado en la seleccién de
los genes mas variables de los genotipos L proporciona el mayor poder de
discriminacion comparado con los actuales esquemas disponibles para el tipado de
C. trachomatis, a excepcioén de la secuenciacidn de genomas completos. Se trata por
tanto de una herramienta muy Uutil para conocer con mayor precisiéon la
epidemiologia del LGV, asi como para evaluar situaciones clinicas como las

reinfecciones o el fracaso del tratamiento.

El anadlisis temporal de las genovariantes detectadas mediante el esquema
propuesto reveld la seleccion y éxito adaptativo de las genovariantes responsables
de cada nodo de transmision. Por otro lado, el analisis espacial mostré que la zona
centro de Madrid es un area critica en la transmision del LGV, donde se observa una

mayor acumulacion de genovariantes.

La nueva PCR anidada para la deteccién de los genotipos L mostré una sensibilidad
superior a las técnicas de diagndstico habitual, lo que permitié identificar 89 nuevos
casos de LGV que no habian sido previamente detectados por las técnicas
convencionales. La elevada deteccion de casos asintomaticos y en muestras de
origen no rectal indica que el diagndstico en estas situaciones puede no estar

totalmente optimizado.

La deteccién de casos que habian pasado desapercibidos mediante la utilizacién de
las técnicas diagndsticas habituales revela su posible implicacién en el
mantenimiento de la epidemia de LGV, por lo que su correcta deteccion es esencial

para abordar el control de la infeccién causada por estos genotipos.
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Background: The coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic has been a
worldwide stress test for health systems. 2 years have elapsed since the description
of the first cases of pneumonia of unknown origin. This study quantifies the impact
of COVID-19 in the screening program of chronic viral infections such as human
papillomavirus (HPV), human immunodeficiency virus (HIV), and hepatitis C virus (HCV)
along the six different pandemic waves in our population. Each wave had particular
epidemiological, biological, or clinical patterns.

Methods: We analyzed the number of samples for screening of these viruses from March
2020 to February 2022, the new infections detected in the pandemic period compared
to the previous year, the time elapsed between diagnosis and linking to treatment and
follow-up of patients, and the percentage of late HIV diagnosis. Moreover, we used the
origin of the samples as a marker for quantifying the restoration of activity in primary care.

Results: During the first pandemic year, the number of samples received was reduced
by 26.7, 22.6, and 22.5% for molecular detection of HPV or serological HCV and HIV
status respectively. The highest decrease was observed during the first wave with 70,
40, and 26.7% for HPV, HCV, and HIV. As expected, new diagnoses also decreased by
35.4, 568.2, and 40.5% for HPV, HCV, and HIV respectively during the first year of the
pandemic. In the second year of the pandemic, the number of samples remained below
pre-pandemic period levels for HCV (—3.6%) and HIV (—9.3%) but was slightly higher
for HPV (8.0%). The new diagnoses in the second year of the pandemic were —16.1,
—46.8, and —18.6% for HPV, HCV, and HIV respectively.

Conclusions: Undoubtedly, an important number of new HPV, HCV, and HIV infections
were lost during the COVID-19 pandemic, and surveillance programs were disrupted
as a consequence of collapse of the health system. It is a priority to reinforce these
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surveillance programs as soon as possible in order to detect undiagnosed cases before
the associated morbidity-mortality increases. New pandemic waves could increase the
risk of reversing the achievements made over the last few decades.

Keywords: impact of COVID-19, chronic viral infections, epidemic waves, decrease in HCV/HIV detection, lost

infections

INTRODUCTION

In March 2020, many countries implemented a strict lockdown
to avoid the spread of severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) and the collapse of their public
health systems (1). The lockdown and near collapse of hospitals
affected the health of many citizens (2). For instance, 22.8%
of Spanish patients refused to attend their health centers for
fear of contagion (3), but also the non-COVID activity in
Spanish hospitals drastically decreased. For example, 31.8%
of surgeries related to any type of cancer were canceled
in Spain, resulting in 45,449 fewer surgeries than had been
arranged (4).

The direct impact of coronavirus disease 2019 (COVID-
19) on infectious diseases has also been analyzed, especially
as it relates to surveillance programs (5, 6). The number
of new diagnoses has decreased, which will probably affect
the quality of life of these undiagnosed individuals (7).
An international estimation suggests that around 800,000
new hepatitis C viruses (HCV) were missed, and that as
a result there will be 72,300 excess deaths in the coming
years (8). Cervical cancer screening based on molecular
detection of human papillomavirus (HPV) was suspended,
in many countries, mainly between April and June 2020.
This action could increase the incidence of cervical cancer
and precancerous lesions in the future (9). These breaks in
surveillance programs will lead to a dramatic delay in the
World Health Organization (WHO) objectives for 2030 (10). All
available studies, taken together, report the impact of COVID-
19 over the first pandemic wave, limiting our understanding
of the full scope of damage caused by the pandemic. In
fact, access to primary care is not yet back to normal, and
successive pandemic waves have altered many activities in
the hospital setting. This work aims to analyze the impact
of COVID-19, during 2 years, on surveillance programs for
the early detection of new human immunodeficiency virus
(HIV) diagnosis, viremic HCV status, and high-risk HPV
(hrHPV) patients in a tertiary hospital and its corresponding
health area.

METHODS

We carried out a 24 month observational retrospective study
to determine the number of HIV, HCV, and HPV-positive
cases recorded during the COVID-19 pandemic (from March
2020 to February 2022). The results were compared to cases
observed during the pre-pandemic period (from March 2020
to February 2022) in Ramon y Cajal University Hospital,
Madrid, which has a reference laboratory for 20 primary care

centers and sees to more than 650,000 individuals. Since March
2020, six waves of the COVID-19 pandemic were observed in
Spain: the first (March-June 2020), second (August-November
2020), third (December 2020-February 2021), fourth (April-
June 2021), fifth (July-September 2021), and sixth (December-
2021- February 2022) (11). During the period between March
2020 and February 2022, the Spanish government established
several different social and health measures ranging from
lockdown and a national state of alarm to a relaxation of
such measures, which could have affected the diagnosis of non-
COVID infectious diseases and surveillance programs differently.
In accordance with the changing social and clinical measures,
we have divided the pandemic into three phases. The first
phase corresponds to the strict lockdown (corresponding with
the highest mortality rate) and includes the first wave. The
second phase includes the pre-vaccine period and the national
state of alarm period until May 2021. The second and third
waves occurred in this phase. The third phase is the period of
vaccination of the population (including booster vaccinations
prior to the sixth pandemic wave), the end of the national state
of alarm and the progressive relaxation of social restrictions
until their elimination (with the exception of masks in closed
spaces). Unfortunately, three pandemic waves took place in
this phase. These reasons are sufficient to assess the impact
of pandemic waves in the surveillance programs for testing
hrHPV, HCV, and HIV independently. We also analyzed the
impact according to the origin of the samples in primary
care or hospital settings. Blood and urine cultures were used
as surrogate markers for relative quantifying of the negative
impact of COVID-19 in the laboratory daily routine and to
evaluate the re-establishment of regular activity at Ramoén y
Cajal University Hospital of in-hospital and out-of-hospital
activities respectively.

The screening of cervical cancer based on the hrHPV
detection is undertaken in sexually active women ranging
between 25 and 65 years old, according to national guidelines.
The detection of hrHPV is made in cervical liquid-based
cytology. HIV and HCV tests were requested in serum samples
from people with high-risk behaviors of expo-sure to these
viruses in agreement with national screening programs -2, These
analyses require serum samples. As quality markers, we measured
the time elapsed between diagnosis and the linking of treatment
and follow-up with a specialized physician in pre-pandemic and

Uhttps://www.mscbs.gob.es/ciudadanos/enfLesiones/enfTransmisibles/sida/docs/
GuiaRecomendacionesDiagnosticoPrecozVIH.pdf
Zhttps://www.sanidad.gob.es/ciudadanos/enfLesiones/enfTransmisibles/sida/
docs/GUIA_DE_CRIBADO_DE_LA_INFECCION_POR_EL_VHC_2020.pdf
(accessed July 2020).
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pandemic periods. Moreover, we identified the percentage of late
HIV diagnosis (<350 CD4/pL) in both periods.

For statistical analysis, the comparison between the number
of tests requested in the different phases was made through a
one-way ANOVA taking the year 2019 as a reference and adding
Sidak correction for multiple comparisons. Non-parametric tests,
Kruskal-Wallis test and Mann-Whitney tests were used for
sensitivity analysis (12).

RESULTS

Overall, throughout the pandemic period studied (March 2020
to February 2022), the number of samples received by the
Microbiology Department as the laboratory of reference for
molecular detection of hrHPV or serological HCV and HIV
status were 733 (—26.7%), 6,600 (—22.6%) and 6,919 (—22.5%)
samples lower than 2019 respectively, during the 12 first months.
These reductions were higher in phase I, 774 (—70.5%, fewer
samples received), 4,814 (—40%) and 2,930 (—26.7%) for hrHPV,
HCV and HIV respectively (Table 1). In phase II (corresponding
to the second and third pandemic waves), the number of samples
increased, although they were still lower than the pre-pandemic
period for HCV and HIV (1,786 and 3,988, corresponding to
—8.9 and —20.1% respectively). In the next 12 months (March
2021 to February 2022), the number of hrHPV samples was
slightly higher (106 samples) corresponding to 3.9% more than
in the pre-pandemic period. In HCV and HIV, the number
of samples received remained lower than in the pre-pandemic
period in 1,902 (—5.9%) and 3,429 (—11.0%) respectively. This
second pandemic year corresponds to phase III (and three
pandemic waves). For HCV, only in the sixth and last pandemic
wave, was the number of samples slightly higher than in the
pre-pandemic period (305 more samples received representing
a 4% increase) whereas for HIV the “normal activity” was
not recovered (Table1). The surrogate markers used in this
study showed that in-hospital activity (blood cultures) was
recovered from the second phase, whereas the out-of-hospital
activity in primary care (urine culture) did not recover until the
third phase (Supplementary Figure 1). Although, the surrogate
marker of primary care activity suggests a normal activity,
when we compared the samples received according to the
origin (Figure 1), we cannot conclude the restoration of “normal
activity” for screening programs, because the number of samples
from primary care is lower than the pre-pandemic period. The
statistical analysis (Sidak correction for multiple comparison)
indicates significant differences between phase I and the pre-
pandemic period for all infections analyzed (p < 0.0001) for
hrHPV and HCV and p < 0.006 for HIV. In the successive
phases, we only found significant differences in phase II for HIV
(p < 0.03).

As to the new diagnoses detected during the first year of
the pandemic, we also observed an important reduction of 402
(—35.4%), 78 (—58.2%), and 29 (—42.0%) patients for hrHPV,
HCV, and HIV respectively. These reductions were higher in
phase I, reaching —70% for hrHPV and HCV and —42.1% for

HIV. In the second year of the pandemic (corresponding to
phase III) 115 (—16.1%), 37 (—46.8%), and 8 (—18.6%) new
diagnoses were lost for hrHPV, HCV, and HIV respectively
(Figure 2). The statistical analysis (Sidak correction for multiple
comparison) indicates significant differences between phase I and
phase II compared to the pre-pandemic period for hrHPV (p <
0.0001) and HCV (p < 0.03), whereas no statistically significant
differences were found in newly diagnosed cases of HIV among
the different phases and the pre-pandemic period.

The most worrying findings were the delay in HIV diagnosis
and the time elapsed between diagnosis and the linking to
treatment. In 2019, the percentage of patients with <350
CD4/pL in the first analytical study post-HIV diagnosis was
36%. However, in 2021 this data reached 40%, and in the first
months of 2022, around 66% cases were late HIV diagnoses
(10/15 patients). As to the time elapsed between diagnosis and
linking to treatment, this doubled from 24 to 48 days.

DISCUSSION

We have analyzed the impact of the COVID-19 pandemic on the
diagnosis of chronic viral infectious diseases during a period of
24 months in a tertiary hospital in Spain, which was among the
most seriously affected countries during the first pandemic wave
between March-June 2020. Spain also had the highest percentage
of vaccinated population from mid-June 2021 (13) and the
booster dose was higher than the European average in February-
22 3. Between both periods (March 2020 to February 2022), up
to six epidemic waves have been described, but obviously, the
impact of the successive waves on health has been different.
During the first three pandemic waves, corresponding to the
first and second phases, (lockdown and pre-vaccination period)
in the first year of the pandemic, the cumulative mortality at
14-days (CM) was always >100 cases/1,000,000 inhabitants. In
the last three pandemic waves, corresponding to the third phase
(vaccination including booster dose and progressive elimination
of social measures) in the second year of the pandemic, CM at
14-days was <60 cases/1,000,000 inhabitants, even though the
cumulative incidence (CI) was around 240/100,000 inhabitants
in the sixth (and last) pandemic wave (11).

Our results show that the most drastic impact was during
the first wave and corresponded to a strict lockdown period
in which access to primary care centers was minimal, and the
population’s fear of COVID infection was widespread. This data
suggests that the strict lockdown was a desperate solution with
profound consequences both in the active screening programs for
the viruses included in this study, and in the time elapsed between
diagnosis and the linking of treatment and follow-up. In the first
phase, the samples tested, and new diagnoses were reduced by
around 70% for hrHPV. In the surveillances for HCV and HIV,
the reduction of samples tested was lower than new infections
detected (40% and 70% for HCV; 26.7% and 42.1% for HIV
respectively). The observed decrease in HCV and HIV testing

3https://ourworldindata.org/grapher/covid-vaccine-booster-doses- per- capita?
time=2021-08-01.0.2022-02-21
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TABLE 1 | HPV (a), HCV (b) and HIV (c) determinations in pre-pandemic and pandemic period during the different pandemic waves.

First pandemic year

Second pandemic year

Pre-P Pand Pre-P Pand

Pre-P Pand Pre-P Pand

Pre-P Pand

Pre-P Pand
1097 323 1000 885 650 806 840 982 660 632 650 708
—70.5% —115(=11.5%) 156 (24.0%) 142 (16.9%) —28 (—4.2%) 58 (8.9%)
—774 (-70.5%) 41 (2.5%) 172 (8.0%)
544 165 489 388 101 179 165 195 198 130 351 274
—70% —20% 70% 20% —35% —22%
—379 (-69.6%) —23 (-3.9%) —115 (-16.1%)
12047 7233 12378 9415 7650 8827 9074 8836 8722 7733 7650 7955
—40% —2963 (—23.9%) 1177 (15.3%) —238 (—2.6%) —989 (—11.3%) 305 (4.0%)
—4814 (-40.0%) —1786 (-8.9%) -922 (-3.6%)
57 17 64 28 13 9 40 12 13 14 26 16
—70% —56% —30% —70% 7% —38%
—-40 (-70%) —38 (—49.3%) —-37 (-46.8%)
(c) HIV
10986 8056 11460 8830 8339 6981 8288 7877 8214 7001 8339 7652
—26.7% —2630 (—22.9%) 1358 (—16.3%) —411 (—4.9%) —1213 (—14.8%) —687 (—8.2%)

—2930 (-26.7%)

19 1
—42.1%

-8 (-42.1%)

~20/~250

-3988 (-20.1%)

31 20 i) ©
—35.5% —52.6%

—21 (-42.0%)

~40/~100 ~60/~150

-2311 (-9.3)
16 © 16 14
—43.7% —12.5%
-8 (-18.6%)
~20/~25 ~50/~35

11 12
9.1%

~240/~60

Phases indicate the public health measures; whereas waves correspond to exponential increase of COVID-19 cases in our population (see main text). Pre-P and Pand, correspond to pre-pandemic and pandemic period. *(Cl) Cumulative

incidence, per 100,000 inhabitants. **(CM)cumulative mortality per 1,000,000 inhabitants in the different pandemic waves (see text footnote 2).
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FIGURE 1 | Percentage of samples received for HCV (A) and HIV (B) screening according to primary care or hospital setting origin. Dashed gray lines represent the
mean percentage in pre-pandemic for samples from primary care (47% for HCV and 45% for HIV).
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was lower than the number of requested HPV tests, because
all patients who attended the Emergency Department (ED) for
SARS-CoV-2 infection were also tested for HIV and HCV, which
was not directly related to screening programs but rather to
clinical decisions (14). This national recommendation did not
increase the new number of diagnoses which was probably
because the target population was not the most suitable for
detecting new HIV and HCV, as the profile was older patients,
the most susceptible group to hospital complications caused
by COVID-19.

When the social restrictions and fear of contagion in the
population decreased, the activity progressively recovered, and
the number of samples analyzed increased during the second
phase (second and third waves). It was not the same for the
viruses analyzed in the successive waves. These differences could
be attributed to the organization of our public health system.
Gynecological activity among specialty centers began at the end
of the first wave with pregnant women and those patients with
altered cytology. In contrast, the infectious disease specialists
were the last to return to their “normal activities” as they
were responsible for managing COVID-19 patients. The “normal
activity” for screening HPV, HCV and HIV was almost recovered
by the third phase (fourth-sixth waves). These findings are
related to the surrogate markers used in this study to quantify
the primary care and hospital activities, but the number of
samples for HCV and HIV screening from primary care was not
completely recovered (the majority of new diagnoses are detected
in primary care).

In our study, the number of infected patients was significantly
lower than in the pre-pandemic year. There is an unknown
number of infected people who could be lost for many years.
In the following years, we should be able to measure the real
impact of the COVID-19 pandemic. An estimation could be

inferred based on our data in a single center. In 2 years (March
2020 to February 2022), we could have lost around 517, 115
and 37 new diagnoses of hrHPV, HCV and HIV respectively.
Several studies suggest that a decrease in the hrHPV, HCV,
HIV detection after the pandemic could lead to higher cancer
mortality (15, 16) and a lower life expectancy for AIDS-defining
conditions (17) in the following years. The delay in the HIV
diagnosis is associated with non-infectious comorbidities and
multimorbidity and contributes to higher total care costs (7).
The percentage of late HIV diagnoses did not change drastically
between 2019 and 2021 (36% and 40%). These values are
consistent with national data (18); however, in the first months of
2022 (data not shown), the percentage of late diagnoses reached a
worrying 66% (10/15 new diagnoses). This finding confirms our
worst predictions: the loss of the efforts of health professionals’
campaigns to reduce late HIV diagnoses over the last few
years (19). A multidisciplinary group of American researchers
suggested a rapid return to the pre-pandemic level, and that
there would be minimal pandemic consequences related to HCV
outcomes (20).

However, the simulations studies could be highly alarming
and overrated. In many developed countries the new HIV
diagnosis is declining due to pre-exposure prophylaxis (PreP)
strategy (21), the vaccine against HPV infection or the micro-
elimination programs, reducing the pool of viremic HCV patients
drastically. In fact, a reduction in new HIV and HCV diagnoses
was described in Spain during the years prior to COVID-19. In
Madrid, around 38 and 44% fewer new HIV and HCV diagnoses
were detected in the previous 2 years (22)*. These results suggest
that those simulations must be interpreted with caution.

“https://www.comunidad.madrid/ser\penalty\z@vicios/salud/datos-
medica\penalty\z@mentos-hepa\penalty\z@titis-c
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FIGURE 2 | The monthly distributions of samples analyzed along the pandemic period for (A) HPV, (B) HCV, and (C) HIV are represented by orange solid lines. The
upper/lower limit of samples/months obtained in pre-pandemic period are represented as light orange horizontal stick. The right y-axis corresponds to number of
samples analyzed. The left y-axis corresponds to new diagnoses. Blue circles correspond to hrHPV infected patients (A), viremic HCV patients (B), or positive
serological status against HIV (C), in no previously known patients, in each pandemic wave (I-VI).
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Nevertheless, positive consequences have been reached during
the COVID-19 pandemic. Among them, digital technologies
offer new opportunities to improve people’s health with
telemedicine (including treatment or telepharmacy) (24, 25).
In our hospital, we have seen that our Pharmacy Department
successfully applied telepharmacy to outpatient care during the
COVID-19 pandemic and has distributed 13,084 shipments of
treatment to these chronic patients to avoid them having to go
to the hospital. This has contributed to minimizing the impact of
COVID-19 as has been described (23).

We also understand that as the decentralizing in SARS-CoV-2
detection helped to control the pandemic, the decentralization
in HIV/HCV diagnoses and care and the incorporation of
telemedicine in high-resource settings will probably be critical
in healthcare systems in the future. Our health system will
need time to identify these lost infections, and the active
surveillance programs should be reinforced as soon as possible.
The implementation of these measures could accelerate the
identification of cases and facilitate the linking to our public
health system. These new measures will be necessary for a
long period and the COVID-19 pandemic may well drive
these changes.
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cases by non-invasive genotypes have been observed in many countries. In this epidemiological context, the
descriptions of a high proportion of infections related to L-genotypes in asymptomatic patients, but also to
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samples and 179 samples carrying L-genotype and non-L genotypes respectively. A significant difference in
the median of PCN was detected between symptomatic/asymptomatic patients (P < 0.001), independently of
the genotype. Moreover, PCN could vary, in the same strain, among different anatomical sites suggesting
that micro-environmental changes could affect virulence. These findings suggest that the quantification of
PCN in clinical samples could improve the management of patients.

© 2021 Published by Elsevier Inc.

1. Introduction

The World Health Organization reported more than 376 million
new sexually transmitted infections (STI) around the world in 2019
(Rowley et al., 2019). Globally, these findings are similar to reports
published in previous years (Newman et al., 2015). However, in
many regions STIs have continuously increased during the last two
decades (Crowell et al., 2018). Moreover, in many developed coun-
tries, a C. trachomatis infection is the most common notifiable condi-
tion (Chlamydia infection, 2019). The endemic situation in these
countries has been more complex since 2003, when a lymphogranu-
loma venereum (LGV) outbreak, caused by a new invasive variant
(L2b), was described in The Netherlands and quickly spread not only
to many European countries, but also to USA and Australia
(Spaargaren et al., 2005; Zhong, 2017; Zhong, 2018). Consequently,
the clinical patterns of C. trachomatis infections are currently more
diverse ranging from asymptomatic cases to proctitis with bleeding
(Saxon et al., 2016). It was initially assumed that LGV was only
related to symptomatic cases (Rodriguez-Dominguez et al., 2014),
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and the description in 2016 of asymptomatic LGV cases was an unex-
pected finding (Saxon et al., 2016).

Classically, several genetic markers and virulence factors have
been proposed to explain the broad spectrum of clinical symptoms in
C. trachomatis; among them, two open reading frames (ORF) located
in the cryptic plasmid, encoding proteins designated plasmid gene
proteins (Pgp), such as Pgp3 (Yang et al.,, 2020) and Pgp4 (Song et al,,
2013). Pgp3 has been associated with immunopathology related to C.
trachomatis infections, and Pgp4 is a transcriptional regulator of
pgp3. Among the eight genes (pgp1-pgp8) located in the cryptic plas-
mid, only pgp3 and pgp4 non-mutant strains exhibited attenuated
infection characteristics in non-human and murine infection models
(Yang et al., 2015). Moreover, pgp4 is also the transcriptional regula-
tor of other chromosomal genes, such as glgA encoding for glycogen
synthesis (Zhong, 2017) which could act as an essential carbon source
within a nutritionally limiting inflammatory environment. This could
be an advantage for chlamydial survival in mucosal tissues
(Song et al., 2013).

However, some studies have demonstrated that plasmid-free C.
trachomatis was deficient in both spreading to the gastrointestinal
tract and inducing inflammatory host response (Zhong, 2018;
Zou et al., 2019). Patton et al. reported that a 50% infectious dose of a
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plasmid-deficient LGV strain was 400 times greater than a plasmid-
carrier strain (Patton et al., 2018). There are several studies about the
plasmid role in virulence of C. trachomatis: Zhong et al. demonstrated
that induction of hydrosalpinx is plasmid-dependent (Zhong, 2018),
and Zhong et al. and Zou et al., (2019) proved that chlamydial plasmid
promotes inflammation in the oviduct (Zhong, 2018; Zou et al., 2019).
Furthermore, Yeow et al. suggested that plasmid could be a risk factor
for reproductive system disorders (Yeow et al., 2016), and in other
studies, plasmid has been related to avoiding apoptosis (Zou et al.,
2019). For these reasons, some authors propose that the cryptic plas-
mid could itself be a virulence factor (Patton et al., 2018;
Versteeg et al.,, 2018; Yeow et al., 2016; Zhong, 2017; Zhong, 2018;
Zou et al., 2019), as there could be a relationship between plasmid
copy number (PCN) and Pgp3-Pgp4 expression. In fact, strains carry-
ing a high PCN have been related more to virulence (Yeow et al.,
2016; Zhong, 2017; Zhong, 2018; Zou et al., 2019).

On the other hand, other authors have not found any relation
between PCN (or expression levels) and virulence (Borges et al.,
2010; Last et al., 2014). Nonetheless, it has been reported that it is
possible that PCN could change depending on the microenvironment,
local immunity system capacity, or growth phase of the microorgan-
ism (Borges et al., 2010). Furthermore, L-genotypes have been related
to clinical symptoms, while non-L genotypes are more related to
asymptomatic infected patients (Bébéar and de Barbeyrac, 2009). For
this reason, we proposed quantifying the PCN of different genotypes
directly from clinical samples from different anatomical locations. In
addition, the virulence-related genes and upstream regions were also
sequenced to find the presence of SNPs that could be related to differ-
ent symptoms. The main objective of this work was to simulta-
neously analyze the PCN and sequencing of well-known virulence
factors in patients with a wide-range of symptoms, in order to estab-
lish a prognostic marker of virulence.

2. Materials and methods
2.1. Patients

The study was carried out on 412 clinical positive samples for C.
trachomatis from symptomatic and asymptomatic patients attending
three sexually transmitted infection (STI) centres in Madrid between
July 2017 and November 2018. All patients were tested to detect
microorganisms related to STI (C. trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
HCV and HIV) following the clinical protocols implemented in these
STI centers. Demographic and clinical data were recovered, including
symptoms such as pain and secretion, and signs such as adenopathy,
proctitis, rectal bleeding and rectal ulcers. The study was approved
by the Ethical Committee from Ramon y Cajal Hospital.

2.2. Selected samples

According to the internal protocols in the STI centres the sampling
by a specialist professional included pharyngeal, rectal urethral/cer-
vical or urine samples. In rectal ulcers these samples were taken by a
swab specifically directed at the ulcerated region. The clinical symp-
toms of the patient were not considered. The detection of C. tracho-
matis was performed in m2000 real-time system (Abbott Molecular,
IL) in the respective STI centres. Those samples yielding positive
amplification for C. trachomatis were sent to the coordinator labora-
tory for genotyping, and were conserved to -20°C. The samples were
analyzed within 2-3 days of receipt in the coordinator laboratory and
the total time was lower than 7 days between sampling to genotyp-
ing. For detection of L-genotypes related to LGV, a previously pub-
lished real-time PCR based on a 36bp deletion in pmpH gene was
used (Morré et al., 2005). In order to exclude the simultaneous pres-
ence of L and non-L genotypes, a second previously published real-
time PCR was performed (Rodriguez-Dominguez et al., 2015). An

internal ompA fragment of 762 nt was sequenced (Quint et al., 2010).
The sequence yielded only one profile and we assumed the presence
of only one C. trachomatis type. We also tried to get a representation
of all C. trachomatis ompA-genotypes. Finally, all samples were stored
to -80°C until the PCN quantification experiments.

2.3. PCN quantification and virulence-related gene

DNA extraction was performed using Nuclisens EasyMag (Bio-
Mérieux, Inc, Marcy I'’Etoile, France). The process started from 200 uL
of sample and finished by elution of the extracted DNA in 50 L of
buffer. A multiplex real-time PCR was designed to estimate PCN
through detecting pgp8 (pORF2), the most conserved gene among
those plasmid genes, and omcB, a chromosomal, single-copy and spe-
cific gene from C. trachomatis (Pickett et al., 2005). Hence the ratio (R)
of plasmid:chromosomal was calculated following the R = 272ACt
equation previously described. In our model, R = 2 (ACtpgp8 gene-
ActomeB) \ya5 used to estimate the number of plasmid copies per bac-
terium (Pickett et al., 2005). RNAseP gene, a human marker, was used
to standardize the assay. The analysis was performed in triplicate for
each sample.

On the other hand, genes associated with virulence pgp3, pgp4,
glgA, and the intergenic region between pgp3 and pgp4, were
sequenced in L and non-L strains from symptomatic and asymptom-
atic patients. Primers utilized to obtain the sequences of genes pgp3,
pgp4 and glgA are shown in Supplementary material Table S1.

2.4. Statistical analysis

Statistical analysis was performed by STATA (13.0 Version).
Results for continuous variables were expressed as means or as
medians, whilst data for categorical variables was expressed as per-
centages. Comparative analysis between both groups was estimated
using Students ¢ test (normal distribution) or Mann-Whitney U test
(non normal distribution) for continuous variables, and chi-square
analysis for categorical variables. A P-value of <0.05 was considered
significant.

3. Results
3.1. Plasmid copy number regarding C. trachomatis genotype

Initially, the first approach was to discriminate between L and non-
L C. trachomatis genotypes, based on 36bp deletion in the pmpH gene
as the marker to distinguish between L and non-L genotypes (Morré
et al., 2005). Then, PCN was estimated as described in material and
methods. The quantification of chlamydial plasmid in those samples
with demonstrated presence of L-genotype (233 samples) was signifi-
cantly higher (P < 0.001) than in samples carrying non-L genotypes
(179 samples) 13.00 [11.20] vs 9.85 [13.51] respectively (Fig. 1A).

In a second step, we analyzed the genotype distribution based on
pmpH and ompA sequencing. The distribution of 179 clinical samples
carrying non-invasive genotypes (ompA-genotypes) was: 35 allocated
as genotype D, 58 as genotype E, 12 genotypes F, 9 G, 8 ], 4 K; the
remaining samples could not be classified (53 samples). Furthermore,
the distribution among L genotypes was 107 ompA-L2, 51 ompA-L2b
and 28 ompA-L2bv1; the remaining 47 samples could not be classi-
fied. According to the evolutionary reconstruction proposal for uro-
genital C. trachomatis genotypes (Seth-Smith et al., 2013), we decided
to group all these genotypes in two lineages. T1 corresponds to clini-
cally prevalent urogenital serotypes (E and F genotypes), and T2 con-
tains urogenital (D, G, I-K) closely related to ocular genotypes (A-C).
Among T2 urogenital genotypes, we also analyzed D and G separately
(the closest related and prevalent genotypes) as T2a and I-J-K (infre-
quently described) as T2b taking into account the local epidemiology.
The strains allocated in genotypes E and F (T1 lineage) yielded higher
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Fig. 1. (A) Median values of plasmid copy number among C. trachomatis strains previ-
ously identified as L (n = 233) and non-L (n = 179) genotypes based on pmpH gene. (B)
PCN among different non-L genotypes. Median value of plasmid copy number among
urogenital C. trachomatis strains belonging to non-L genotypes, according to evolution-
ary classification proposed by Harris et al (Seth-Smith et al., 2009). Lineage T1 (E+F;
n = 70) and lineage T2 which was subdivided in T2a (D+G; n = 44) and T2b (I/J/K;
n =12). (C) PCN among different L2 variants described in our population 107 ompA-L2,
51 ompA-L2b and 28 ompA-L2bv1.

PCN than T2 (12.99 [13.21] vs 9.69 [12.54]; P < 0.001), and was higher
in T2a than in T2b (10.56 vs 7.52) (Fig. 1B). No significant PCN differ-
ences among variants belonging to L-genotypes were found (Fig. 1C).

3.2. Plasmid copy number and disease severity

The first finding was that those patients carrying L-genotype were
more frequently related to clinical symptoms than non-L ones
(P =0.021) (Fig. 2 and Table S2). However, 11% of patients with signs
carrying non-L genotypes or 18% of asymptomatic patients carrying L
genotypes were also found. In symptomatic patients, the PCN was
higher 17.96 [12.13] than asymptomatic patients 11.16 [10.18], with-
out clear relation to ompA-genotype (P < 0.001), whereas patients

who experimented symptoms presented a PCN of 13.48 [9.96] (Fig. 3
and Fig S1). Both non-L and L C. trachomatis genotypes reported
higher PCN among symptomatic than asymptomatic patients (19.07
[10.71] vs 10.36 [5.35]; p<0.02, in non-L genotypes and 16.86 [11.62]
vs 11.31[9.42]; P < 0.001, in L-genotypes). In both non-L and L geno-
types, strains associated with symptoms presented PCN values rang-
ing between patients with many signs and asymptomatic patients.
These results suggest the close relationship between clinical symp-
toms and PCN.

When the correlation between PCN and severity was analyzed to
ompA-genotype level, we found 1.5-fold between patients with
symptoms and asymptomatic patients for L-genotypes (L2b and
L2bv1) or non-L genotypes (T1 lineage, corresponding to E and F gen-
otypes). Nonetheless, for L2 genotype and T2a lineage, this ratio was
>2.5-fold, probably because in these groups there are subpopulations
with spectrum of symptoms very different from that expected: 20%
L2 genotypes were found in asymptomatic patients and 20% D and G
genotypes were described in patients with severe symptoms.

3.3. Plasmid copy number regarding the anatomical site of infection and
multiple-site infections by C. trachomatis

Overall, PCN differences were observed among C. trachomatis
strain infecting different anatomical locations. Ninety-six urogenital
C. trachomatis belonging to non-L genotypes (35 urethral, 54 cervical,
and 9 urine) showed statistically higher PCN than 76 extra-genital
samples distributed among 40 rectal and 36 pharyngeal samples
(13.00 vs 7.95; P < 0.001). On the contrary, among C. trachomatis
strains classified as L-genotype, 23 rectal ulcer strains had higher
PCN than samples from other sources such as 183 rectal samples and
1 pharyngeal (we also included 3 urethral, 2 cervical, 3 urines):
20.75 vs 13.45 (P < 0.01). For another 23 samples anatomical location
could not be determined due to lack of information.

Twenty-one patients had a simultaneous C. trachomatis infection
in two locations. Thirteen patients had a C. trachomatis infection in a
rectal ulcer and in the rectum, but only in 10 patients was the geno-
type of both strains the same: 3 L2, 4 L2b, 1 L2bv1 and 2 cases of a L2
variant not previously described (according to ompA sequence). In
these 10 cases, strains present in rectal ulcer presented higher PCN
than rectum ones (18.03 vs 13.95).

We also detected six simultaneous infections in pharynx and rec-
tum, and in 2 patients the ompA-genotype of both strains was the
same: 1 case of genotype G and 1 case of genotype D, and PCN was
higher in pharyngeal strains (21.45 vs 7.2). The other four cases dem-
onstrated the following combinations: 2 cases of rectum L2 with a
pharyngeal D strain; a rectum L2 strain with a pharyngeal F strain;
and a rectum L2b strain with a pharyngeal strain that could not be
genotyped. Moreover, two other patients carrying E-genotypes C. tra-
chomatis strains in urine and urethra yielded the same PCN (19.70
and 19.04 respectively), suggesting no differences as they had the
same source. All of the patients affected by multiple-site infection
showed symptomatology in, at least, one of the locations.

3.4. Sequences of virulence-related genes

A total of 78 sequences (21 from pgp3, 13 pgp4, 16 glgA and 28
pgp3-pgp4 including intergenic region) from 39 L-genotype and 15
non-L from 28 symptomatic patients and 26 asymptomatic ones
could be obtained (see supplementary material for access numbers,
in Table S3). There were the following non-synonymous changes
between L-genotypes and non-L ones: in pgp3, D90G, K109T, S138R
and T212I; in pgp4, R5S; and in glgA only one mutation in N354D.
However, the analysis of virulence-related genes (pgp3, pgp4, and
glgA) and the intergenic region between pgp3 and pgp4 did not reveal
differences among symptomatic and asymptomatic strains (see sup-
plementary material Tables S4-S6 for alignments).
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genotypes. (A) Distribution of the observed symptoms between the simplest classification (L and non-L genotypes). (B) Number of patients presenting with signs and symptoms
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4. Discussion

Lymphogranuloma venereum disease (LGV) has been character-
ized by inflammation of inguinal or femoral lymph nodes and the
genotypes commonly associated with this disease (L1-L3) are known
as invasive-genotypes or LGV-genotypes in comparison to C. tracho-
matis genotypes in which inflammation is largely limited to the initial
site of infection. In the current context of increased screening, the
proportion of asymptomatic patients carrying LGV genotypes has
increased to almost 50% (Saxon et al., 2016). Moreover, the descrip-
tion of urogenital C. trachomatis belonging to lineage T2 (according to
Harris et, al. proposal) (Harris et al, 2012) has been frequently
detected in rectal infections, sometimes with clinical symptoms
(such as bleeding or proctitis). Nowadays, the high proportion of
asymptomatic L-genotypes, together with non-L genotypes mimick-
ing the clinical manifestations associated with LGV may give rise to a
complex epidemiological and clinical setting, questioning the tools to
predict the real severity attributable to different genotypes.

Several virulence factors have been proposed to explain these dif-
ferences; among them, the chlamydial plasmid, which could have a
central role as virulence factor (Versteeg et al., 2018; Zhong, 2017;
Zhong, 2018; Zou et al., 2019). Comparative analyses of C. trachomatis
genomes show that all genotypes conserve a high synteny grade
(high co-localization of genes on the chromosome) indicating that
only subtle differences as well as transcriptional activity or regulation
of chlamydial = chromosomal/plasmidial gene  expression
(Carlson et al, 2008) may determine the disease severity
(Thomson et al., 2008).

In a recent study, plasmid-deficient C. trachomatis strains were
530-fold less infective than those strains harbouring the plasmid
(Ma et al.,, 2020). The virulence associated with chlamydial plasmid
could be related to the production of pgp3 gene-encoded protein
(Zhang et al., 2019) and the transcriptional regulation encoded by
pgp4. When the sequences of pgp3, pgp4 and gigA were compared,
there were several non-synonymous mutations able to differentiate
between L and non-L genotypes; however, none of these differences
were associated with clinical symptoms. This finding suggests that
the key to the virulence of C. trachomatis could be in the

transcriptional level of these virulence genes rather than in genetic
differences between them. There are recent reports proposing the
quantification of chlamydial plasmid as an approach to infer bacterial
pathogenicity (Yang et al., 2020). Accordingly, our results about the
significant differences in PCN observed between L and non-L geno-
types suggest that this marker could correlate with the invasiveness
of the microorganism. In addition, in all the symptomatic cases, PCN
of C. trachomatis was similar and independent of genotype. A similar
conclusion could be drawn among asymptomatic patients. This sug-
gests that to distinguish between L or non-L genotypes might not be
sufficient, suggesting the convenience of introducing PCN for a more
accurate clinical management of the infected patients in the current
chlamydia epidemic.

As to the site of infection, multiple-site C. trachomatis infections
were detected in 21 patients. Among them 13 were rectal samples
and rectal ulcer, and in 10 patients the strain belonged to the same
pmpH + ompA-genotype. In these ten strains, the PCN was higher in
rectal ulcer than in rectum as the invasiveness could be lower
(Ma et al., 2020), so PCN could be influenced by the microenviron-
ment. Similar conclusions could be reached in the study from Seth-
Smith et al (Seth-Smith et al., 2009), where they found higher copy
numbers in C. trachomatis strains related to ocular infections. How-
ever, other studies did not find this correlation (Borges et al., 2010;
Last et al, 2014). These discrepancies in PCN could be related to
transport time and temperature influences in DNA degradation,
impacting chromosomal DNA more than plasmid (Dirks | a et al.,
2021), or stress conditions which could be different in different ana-
tomical sites, such as oral and cervical (Fakhry et al., 2013) or the
microenvironmental conditions observed in intestinal tract (Ma et al.,
2020). Among the few previous publications, the plasmid/chromo-
some ratio was <10 (frequently around 4-6 copies), whereas in our
study many clinical strains yielded a ratio >10. A possible explanation
was that in our study the quantification took place directly in the
clinical sample, whereas practically all previous studies were done in
C. trachomatis isolates grown in cellular culture. Recently, a study
about PCN in the clinical samples revealed values more similar to our
results, with 66.8% of all samples with PCN/chromosome ratio >10
(Dirks J a etal., 2021).
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In the future, new studies must be designed to define in long time
the bacterial persistence and clearance. This is a limitation of our
study, which was based on routine procedure in STI clinics in order
to demonstrate the relation between PCN and clinical symptoms.
Another limitation of our study was observed in the simultaneous
infections in more than one anatomic site, as the complete genome
sequencing should be obtained to confirm the relation between these
strains with the same pmpH + ompA-genotype.

A specific design must be implemented to guarantee the follow up
of these patients. Another limitation of our study was the presence of
signs and symptoms in patients with simultaneous detection of C.
trachomatis and N. gonorrhoeae.

In conclusion, the L-genotypes of C. trachomatis showed a higher
PCN than the non-L genotypes; the few infections with signs and
symptoms caused by non-L genotypes with clinical symptoms similar
to L-genotypes infections were also associated with a higher PCN.
Maybe this marker could also have an impact bacterial persistence
(Yang et al., 2020) and consequently on the duration of treatment.
This type of results reinforces the need to deepen the host- C. tracho-
matis interactions and the factors involved in the development of the
disease.
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ORIGINAL STUDY

Anorectal Lymphogranuloma Venereum
in Madrid: A Persistent Emerging Problem in Men
Who Have Sex With Men

Alfonso Cabello Ubeda, MD,* Ricardo Ferndndez Roblas, MD, PhD, 7 Rosa Garcia Delgado, PhD,}
Laura Martinez Garcia, MD,§ Fabiola Sterlin, MD, *
Manuel L. Ferndandez Guerrero, MD, PhD,* and Miguel Gorgolas, MD, PhD*

Background: Since 2003, outbreaks of lymphogranuloma venereum
(LGV) with anorectal syndrome have been increasingly recognized in
many Western countries. All of them have been classified as LGV serovar
L2b, mainly occurring in human immunodeficiency virus (HIV)-infected
men who have had sex with men (MSM). We describe a series of 26 diagnosed
cases of LGV proctitis in downtown Madrid, Spain, in 2014, after imple-
menting routine diagnostic procedures for this disease in symptomatic MSM.
Methods: We conducted an observational study of patients with symp-
tomatic proctitis attending an outpatient infectious diseases clinic in
Madrid, Spain during calendar year 2014. Clinical, epidemiological, labo-
ratory, and therapeutic data were gathered and analyzed.

Results: Twenty-six patients were included in the analysis. All were
MSM, and 24 of them were HIV-positive. All patients reported having
acute proctitis symptoms including tenesmus (85%), pain (88%), constipa-
tion (62%), or anal discharge (96%). Proctoscopy showed mucopurulent
exudate (25 patients [96%]), and rectal bleeding, with mucosal erythema
and/or oedema in all cases. Rectal swabs were obtained from all patients,
and LGV serovar L2 was confirmed in all of them. The cure rate was
100% after standard treatments with doxycycline 100 mg twice per day
for 3 weeks. Simultaneous rectal infections with other sexually transmitted
pathogens (gonorrhoea, herpes simplex virus, Mycoplasma genitalium) and
systemic sexually transmitted diseases (STDs) (syphilis, acute HIV, and
hepatitis C infections) were also documented in 12 patients (46%), but these
co-infections did not appear to influence the clinical manifestations of LGV.
Conclusions: Anorectal LGV is a common cause of acute proctitis and
proctocolitis among HIV-infected MSM who practice unprotected anal sex,
and it is frequently associated with other rectal STDs. The implementation
of routine screening and prompt diagnosis of these rectal infections should
be mandatory in all clinical settings attended by HIV and STD patients.

S erovars A-C of Chlamydia trachomatis cause trachoma, which
occurs mainly in developing countries; serovars D-K are
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responsible for oculogenital infections, and serovars L1, L2, and
L3 cause lymphogranuloma venereum (LGV)."? Infections of
serovars A-K are usually confined to the mucosal epithelia of the
eyes and the anogenital tract. In contrast, the L-serovars are more
invasive and may induce genital ulcers and inguinal lymphadenop-
athies after passing the epithelial surface.>™* Lymphogranuloma
venereum serovar infection can present itself as an inguinal syn-
drome with painful inguinal lymphadenopathy or as an anorectal
syndrome with acute proctitis. Severe LGV cases affecting the co-
lon and rectum, and inducing excessive proliferation of intestinal
and perirectal lymphatic tissues often mimic inflammatory bowel
diseases, such as Crohn disease and ulcerative colitis.' =

Until recently, it was considered a rare disease in industrial-
ized countries, whereas it was endemic in parts of Africa, Asia,
South America, and Caribbean countries.® Since 2003, outbreaks
of LGV have been identified in many Western countries. First in
the Netherlands,” and subsequently in other parts of Europe, North
America, and among the world's wealthiest countries.>®” This led
to the discovery of an ongoing unnoticed outbreak, that was de-
scribed and also led to a rapid increase in case detections during
the last decade.” Most cases have been recognized as LGV serovar
L2b, mainly in men who have sex with men (MSM).'? L2b serovar
already circulated among MSM in San Francisco in 1981, sug-
gesting that it has had a slow rising epidemic, unnoticed for more
than 20 years among MSM in high-income countries.'"

Cluster reports of LGV have been documented in MSM
with high prevalence of HIV confection, and in some cases related
to “serosorting” (sexual networks in which some MSM may pref-
erentially choose partners with similar HIV status as them-
selves).>”%1213 Human immunodeficiency virus infection and
anal receptive intercourse, as well as potentially traumatic anal
sexual practices, have been reported as important risk factors for
rectal LGV.'*

The first case of LGV in an MSM in Spain was reported in
2005 in Barcelona,'? and subsequently additional cases were re-
ported in Madrid'® and other cities.'® In recent years, we have seen
a significant increase in anorectal LGV in our own clinic, mainly
among HIV-positive MSM. We present herein the cases of
anorectal LGV detected during the last year in a tertiary hospital
in Madrid, where over 2500 HIV-positive patients were in atten-
dance. Most of them were MSM within a coverage area of about
350,000 people in the central area of the city. Successful detection
was achieved after implementing a specific screening program for
anal dysplasia and reviewing clinic policies to assure maximum
detection of MSM with anorectal symptoms.

MATERIALS AND METHODS

Retrospective and observational studies cases of proctitis
were done in the outpatient department of the Division of Infec-
tious Diseases, at Fundacion Jiménez Diaz, in Madrid between
January 2014 and January 2015.
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In 2012, we began an anal dysplasia screening program for
MSM attending our clinic, which included systematic questioning
of MSM about anorectal symptoms and routine anal inspection
and anoscopy of men who had receptive anal sexual exposure or
complained of anorectal symptoms. During the analytic period,
January 1 to December 31, 2014, there were 321 clinic visits by
MSM including in the sexually transmitted disease (STD) and
anal dysplasia screening program. Two hundred sixty-seven
cases were asymptomatic, despite the presence in some of them
of C. trachomatis, gonorrhoea, or herpes simplex in rectal swabs.
Fifty-four patients (17%) acknowledged 1 or more symptoms of
proctitis or proctocolitis, including rectal pain, bleeding, tenes-
mus, constipation, or anal discharge. Of these symptomatic cases,
51 (94%) had rectal specimens collected and successfully tested
for C. trachomatis. In these, 1 or more types of CT were identified
in 31 men (57%), including 26 infections with CT L2. These 26 men
comprise the patients analyzed in this report. No other LGV types
of C. trachomatis were identified.

We defined proctitis as the presence of 1 or more signs or
symptoms as defined in specific guidelines: rectal bleeding, pain,
tenesmus, constipation, and anal discharge.'”!®

All patients were subjected to a proctoscopy (conventional
anuscopy). Chlamydia trachomatis was detected by polymerase
chain reaction on rectal swab specimens. The swabs used for sam-
ples collections were CE medical devices class 1la, DELTALAB.
We used multiplex polymerase chain reaction (C. trachomatis/
Neisseria/Mycoplasma  genitalium Real-TM, Sacace Biotechnol-
ogies Srl, Como, Italy) to detect C. trachomatis infection by
targeting a 89-bp region of the cryptic plasmid and a 162- to
165-bp region in the genome. The identification of serovar and
serogroup was made by specific probes (RHA kit Ct Genotyping,
Labo Bio.medical Products BV, Rijswijk<The Netherlands), per-
forming this test takes 5 hours (because of the large number of
samples received in our laboratory, the result could be delayed a
few days). To perform all tests, the manufacturer's instructions
were strictly followed.

Genotypic analysis of 3 randomly selected samples was
performed: initially, a fragment of 430 bp in pmpH gene was am-
plified and sequenced, using primers pmpH-F 5-AAACCG
TGAGTATTTCCGGA-3’ and pmpH-R 5’-ATATGCCTCCTTCA
TTGTCTT-3'. In the second step, 858 bp of ompA gene, encoding
major outer membrane protein, was sequenced using the previ-
ously published primers.'® Sequences obtained were aligned with
reference sequences available in the National Centre for Biotech-
nology database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Three randomly
samples were sent to a referral center for specific genotypic anal-
ysis. Because we obtained as result L2b serovar, described in most
of the documented outbreaks over the last few years, more samples
were not analyzed due to be an expensive test and not available in
our institution.

Rectal swabs for Neisseria gonorrhoeae cultures on selec-
tive media, other selective media for facultative bacteria and poly-
merase chain reaction to detect herpes simplex virus (artus® Herpes
simplex virus %2 QS-RGQ; Qiagen, Hilden, Germany) were also
performed. Likewise, we also carried out blood tests to detect
other sexual transmitted diseases, such as HIV, syphilis, hepatitis
B and hepatitis C serologic tests.

Clinical, epidemiological, laboratory, and therapeutic data
were analyzed. Description of data was performed using percent-
ages, means, and standard deviation, median, and interquartile
range. Quantitative variables were analyzed by Kolmogorov-
Smirnoff testing to confirm normality of data. When no normality
was found, logarithmic transformation was performed. Qualitative
variables were analyzed by McNemar test for comparison of pro-
portions over the time in a group. Statistical significance was
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considered, one that reached a P value less than 0.05. Due to the
size of the sample, Fisher exact test was used. The results were an-
alyzed using the SPSS version 9.0 software package.

This was an observational retrospective study of routine
clinical practice; therefore, informed consent was not obtained.
‘We obtained the approval of the Ethics Committee of the Fundacion
Jiménez Diaz for reviewing clinical histories, and the patient records/
information was anonymized and deidentified before analysis.

RESULTS

Twenty-six patients were included in the analysis. All of
them were MSM. Twenty-three (88%) were white; the other 3 were
of Native American origin. Eighteen patients (69%) were from
Spain, 4 were from elsewhere in Europe and 4 were from the
Americas or Caribbean. All of them lived in Madrid for several
years, and none reported having travelled abroad on nearby dates
of the clinical episodes. The median age was 36 years (range,
25-58 years).

All but 4 (85%) patients had a positive history of STDs.
These included HIV infection (19 patients [73%]), syphilis (8 pa-
tients [31%]), genital warts (6 patients [23%]), gonorrhoea (3 pa-
tients [12%]), hepatitis C virus infection (2 patients [8%)] with
chronic known infection without chronic liver damage), and hep-
atitis B virus infection (1 patient [4%)]). Most of them (22 patients,
85%) had not had a regular partner, and all reported having had
unprotected anal intercourse, both receptive and insertive, and
having used sex toys with many different casual partners.

The mean age of patients with previous known HIV infec-
tion was 38 years (range, 2545 years), a median follow-up of
4 years, and only 3 of them were classified as CDC stage C. Thir-
teen of them were on effective highly active antiretroviral therapy
with undetectable viral load and 6 were without antiretroviral ther-
apy, having a mean CD4 cell count above 350 cells/pL in all cases.

The main clinical signs and symptoms of patients are
shown in Table 1. The median duration of symptoms was six
weeks (range, 1-16 weeks). Most of them reported acute proctitis
symptoms like tenesmus (85%), pain (88%), constipation (62%),
or anal discharge (96%). Proctoscopy was performed in all pa-
tients showing mucopurulent exudate (25 patients [96%]) and rec-
tal bleeding with mucosal erythema or oedema (22 patients [85%])
(Fig. 1). Colonoscopy or rectosigmoidoscopy was performed on
14 patients (54%), revealing ulcers in all but one (93%) (Fig. 2).
A magnetic resonance image was performed on 1 patient (due to
a suspected fistula by the surgeon), the results were a disclosing
circumferential wall thickening of the sigma and rectum and small
nodules in the mesorectal area (Fig. 3).

Rectal swabs for anal diagnoses were obtained in all pa-
tients. All 26 samples were confirmed to be LGV positive, all of
them serovar L2. Genotypic analysis of a small random sample
(3 p) was performed: In the 3 analyzed samples, the sequenced
fragments of pmpH gene were identical to L2b variant, which
carry only 1 change (L159P) with respect to L2 variant. On the
other hand, the sequencing of ompA gene confirmed the first re-
sult. All analyzed samples in this study carried the N162S change,
which is present in L2b variant, but absent in L2 variant. As we
have described in Materials and Methods, no further samples
were tested, because L2b is the most common serovar reported
in previous studies.

Concurrent anorectal (gonorrhoea, herpes simplex virus
and M. genitalium) and systemic (syphilis, HIV, hepatitis B, and
hepatitis C) infections with other sexually transmitted pathogens
were documented in 12 patients (46%): gonorrhoea (7 cases),
syphilis (6 cases), herpes simplex virus type 2 infection (2 cases),
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TABLE 1. Signs, Symptoms, and Main Characteristics of Patients

Characteristic

Patients (n = 26) LGV Alone (n=17)

LGYV + Others Anorectal STDs (n =9)

HIV status

Positive (receiving Highly active antiretroviral

therapy)/new diagnosis
Negative
Symptoms
Tenesmus
Pain
Constipation
Anal discharge
Fever
Rectal bleeding
Proctoscopy findings
Mucopurulent exudate
Erythema
Erosions/bleeding
Colonoscopy findings
Ulcers/erosions
<5cm
25cm
Pancolitis
Complications
Late complications
Haemorrhoids
Anal fissure
Anal fistula
Anal stricture
Other complications
Acute pancolitis
Other concurrent STDs
Gonorrhoea
Syphilis
Acute HIV
Herpes simplex virus —2 (per pcr)
Acute HCV
M. genitalium

All
24(13)/5 (92%) 15(8)2
2 (8%) 2
All
22 (85%) 14 (82%)
23 (88%) 15 (88%)
16 (62%) 10 (59%)
25 (96%) 16 (94%)
4 (15%) 1 (6%)
22 (85%) 15 (88%)
All
25 (96%) 16 (94%)
26 (100%) 17 (100%)
13 (50%) 9 (53%)
14p (54%) n=8)
5 (19%) 3 (38%)
8(31%) 5 (63%)
1 (4%) 0
14 p (54%) (n=8)
6 (23%) 4 (50%)
5 (19%) 4 (50%)
2 (8%) 0
1 (4%) 0
1 (4%) 0
12 p (46%)
7 (27%) 0
6 (23%) 3 (18%)
5 (19%) 2 (12%)
2 (8%) 0
2 (8%) 1 (6%)
1 (4%) 0

9(5)/3
0

8 (89%)
8 (89%)
6 (67%)
9 (100%)
3 (33%)
7 (78%)

9 (100%)

9 (100%)

4 (44%)
(n=6)

2 (33%)
3 (50%)
1 (17%)

(n=16)

2 (33%)
1 (17%)
2 (33%)
1 (17%)

1 (17%)

7 (78%)
3 (33%)
3 (33%)
2 (22%)
1 (11%)
1 (11%)

Figure 1. Rectal proctoscopy of a patient with LGV showing
severe erythema of the rectal mucosa with erosions, bleeding, and
purulent exudates.
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Figure 2. Rectoscopic image of a patient with LGV showing
mucosal erythema and purulent discharge.
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Figure 3. A, MRI of a case of several rectal gonorrhoea and LGV showing mucosal enlargement and infiltration (white arrow). B, MRI of a

patient without lesions. MRI indicates magnetic resonance image.

acute hepatitis C infection (2 cases), and M. genitalium (1 case). In
these patients, we saw more complications and the presence of fe-
ver; we did not find statistical differences between these and other
aspects. The main clinical signs and symptoms of both groups are
shown in Table 1. Three patients knew their new HIV-infected sta-
tus at that time; they had 405 cel/uL, 780 cel/uL and 855 cel/uL
CD4 count, with 107.00 cop/mL, 34000 cop/mL and undetectable
viral load for VIH-1, respectively. Of 5 patients with unknown
HIV infection, 3 of them found out their status at the same time
of the LGV diagnosis (with precious negative serologic test), and
2 more were confirmed in the following 4 months. None of them
had symptoms of primary infection. The ratio of HIV-infected
overall was 24 of 26 patients (92%). All cases of syphilis were
asymptomatic. Positive serologic tests (all presented rapid plasma
reagin = 1/16) were detected either in the first or the second visit,
having previous negative or unknown results. All of them had
more than 1 ulcer in proctoscopy or colonoscopy findings. The
syphilis, and acute HIV or HCV cases have been considered as
systemic concomitant STDs and not like causes of proctitis
or proctocolitis.

All patients received doxycycline 100 mg twice daily for
3 weeks, and follow-up was performed in 3 months. All patients
improved after treatment; however, 13 patients (50%) developed
late complications such as hemorrhoids (6 patients [23%]), anal
fissure (5 patients [19%]), fistula (2 patients [8%]), or anal stric-
ture (1 patient [4%]).

One patient developed acute pancolitis (Fig. 4). He was a
well-controlled HIV-infected MSM who received empiric treatment
for pancolitis without an STD etiology suspected infection. He was

initially treated with ceftriaxone and metronidazole, with barely
improvement and further worsening. After C. frachomatis serovar
LGV detection, doxycycline was started with clinical improvement
and resolution. He had anal co-infection by Neisseria gonorrhoeae.

DISCUSSION

Cases of LGV were first described in the Netherlands in
2003, and nowadays, it remains as a common disease in many
high-income countries. 141520 Oyr data, as other authors have pre-
viously shown, indicate that severe acute proctitis is more com-
mon than the inguinal lymphadenopathic syndrome, at least in
MSM who practice unprotected anal intercourse.>! Human immu-
nodeficiency virus coinfection had a high association in our series
of cases, as reported by previous authors.® Some sexual behaviors,
such as fisting or the insertion of sexual toys, seem to promote mu-
cosal injury and perhaps facilitate C. frachomatis infection as well
as HIV*? or acute hepatitis C* infection. Some authors have sug-
gested that HIV infection might alter the local capacity of the mu-
cosa to control LGV infection and, therefore, facilitating its
establishment in the rectal mucosa.'? As we have commented above,
some sexual behaviors seem to facilitate anal C. trachomatis infec-
tion; it is possible that transmission might occur through fingers,
hands, sex toys, enema equipment, and other fomites. In the same
period, we have seen MSM patients (4 patients) with classic LGV
cases with purulent inguinal lymphadenopathy. In these cases,
C. trachomatis was detected in the purulent drainage; however,
genotypic analysis was not studied. We considered them as LGV
infections and were treated as such. Probably, the transmission

Figure 4. A, CT scan of a patient with LGV pancolitis and rectal gonorrhoea, showing extensive colonic mucosal inflammation (white arrow).

B, CT scan of a patient without lesions.

Sexually Transmitted Diseases ® Volume 43, Number 7, July 2016
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route is more common but not only from rectum to rectum; never-
theless, this fact continues without a clear response.

We analyzed 3 randomly selected samples and found the
LGV L2b, the same serovar described in the last decade.'® Some
studies have compared this variety with previous isolated cases
in the 80th and 90th decades, suggesting it had gone unnoticed
for more than 20 years among MSM in our countries. Even so, a
new strain has recently been described in Sweden as well as a 2
serovars coexistence in Madrid.'>**

Diagnostic delay is also common, as seen in all of the cases
that we report herein. Although asymptomatic LGV infection has
been described,”® much of the patients present acute and severe
anorectal symptoms.®! It is probable that patient's embarrassment
may delay consultation and also there is a lack of awareness of this
entity by a great number of professionals. When the infection is
not promptly diagnosed and treated, it tends to progress relent-
lessly, inducing severe local damage on rectal and sigmoidal mu-
cosa.”® The endoscopic lesions may mimic those present in
bowel inflammatory diseases. Furthermore, in the biopsy, the in-
testinal histopathology is nonspecific and might be similar to differ-
ent entities, such as Crohn disease®’ or ulcerative colitis, misleading
doctor decisions and treatment and delaying a correct diagnosis.

The main symptoms described by our patients were tenes-
mus, pain, and anal discharge of blood and pus, as previously de-
scribed by other authors as the principal suspicious signs for this
disease. However, many patients might just have complained as
having diarrhoea, misleading again their physicians. This underlines
the importance of a proper interrogation of symptoms. Once the dis-
ease is suspected, proctoscopy and/or rectoscopy is recommended.’

According to the main clinical guidelines,'”'®** empirical
treatments with doxycycline and ceftriaxone were given, and all
patients improved. Because laboratory results confirming the
LGV serovar are not routinely available within a week for most health
centers, we propose that patients with severe proctitis should receive
presumptive treatment with doxycycline for 21 days; and apzpropri-
ated samples should be taken to confirm the LGV diagnosis.”’

Concomitant STD infections, such as acute hepatitis C**
and others, are usually present in HIV-positive MSM. The opti-
mism produced by the advances in the fight against HIV, the
trivialisation of the risk, distorting the idea of risky behavior, are
among the determining factors of attitude that make it impossible
to adopt effective preventive behavior and make it easier to acquire
new and other infections.*° It is therefore mandatory to screen and
monitor other STDs (another anal sexually transmitted infections
as gonococcal proctitis, HIV infection, syphilis, and hepatitis B
or C infection) at the time of consultation and during follow-up.
The mucosal damage induced by the infection (Figs. 1-3) probably
facilitates the transmission of other STDs among these patients.

Recent partners should also be studied and treated to con-
trol outbreaks.® However, the frequent casual sexual partners of
patients often have made it difficult to control epidemiological
outbreaks. Therefore, it should be recommended to screen all
MSM who report having receptive anal sex in the previous 3 to
6 months for anorectal C. trachomatis infection, as indicated by
other authors, especially if anorectal symptoms are present; but
not only in this case because most C. frachomatis infections
(non-LGV) are asymptomatic.

Finally, it is important to note that anorectal LGV might
present itself as a severe pancolitis disease with important local
and systemic symptoms, mimicking inflammatory bowel disease.

The main limitation of our study is that we were not able to
evaluate the impact of other concurrent STDs, common in this
group of patients, in the lesions observed in the colonic mucosa.
As 25 % of C. trachomatis serovar LGV infections could be
asymptomatic, it is possible that concomitant anorectal STDs (as
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gonorrhea, Herpes simplex virus, and mycoplasma) might have
some influence in the clinical manifestations.

In conclusion, acute LGV proctitis is a disease with signif-
icant morbidity, which usually occurs in HIV-positive MSM. To-
day, we have a steady increase of cases in major western cities,
we also experience a better awareness of the disease and prompt
diagnosis in HIV and STD clinics, but the continuous practice of
unprotected sex and risky sexual behaviors might maintain the en-
demicity of this infection. In addition, the intense local damage that
C. trachomatis caused on the rectal mucosa facilitates the acquisi-
tion of other STDs, such as syphilis and C hepatitis. We believe that
it is necessary to increase patient's information about this disease
and to facilitate recommendations for emphasizing adequate protec-
tion in sexual behaviors. The current use of HIV pre-exposure pro-
phylaxis and the false sense of security in engaging in unprotected
sex might be an obstacle and facilitate LGV epidemics.
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