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RESUMEN 

La incidencia global de las infecciones de transmisión sexual (ITS) está en continuo 

aumento, constituyendo un importante problema de salud pública. 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 población, o la generalización de la profilaxis pre-

exposición para la prevención del VIH, entre otros. El principal objetivo de esta Tesis es 

comprender y mejorar nuestro conocimiento sobre la dispersión de los 

microorganismos de transmisión sexual, tomando como modelo el linfogranuloma 

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

En el capítulo I, se analizó la epidemiología molecular de LGV durante un periodo de 10 

años; en un primer momento, la vigilancia se centró en los hombres que tienen sexo con 

hombres (HSH), para posteriormente extender la vigilancia a otros grupos poblacionales 

con riesgo de exposición a ITS. El principal hallazgo fue el aumento progresivo en el 

número de casos de LGV a lo largo del periodo de estudio, asociado a su vez a una mayor 

diversidad de genovariantes, especialmente en población HSH. Además, la asociación 

entre LGV y el VIH fue disminuyendo a lo largo de los años, y el porcentaje de pacientes 

infectados por el VIH descendió del 84,3% al 66,2%, probablemente debido a las 

excelentes cuotas de población VIH con cargas virales indetectables que evitan la 

transmisión del virus. 

En el capítulo II, se analizó el impacto del primer año de pandemia por COVID-19 en los 

nuevos diagnósticos de LGV. Aunque durante la primera ola y el confinamiento más 

estricto se observó un descenso en el número de casos, en los sucesivos meses, se 

observó un incremento tanto en el número de casos como en la proporción de LGV 

respecto a las muestras positivas para C. trachomatis. Estos resultados confirman como 

el LGV siguió aumentando durante el primer año pandémico, a pesar de las restricciones 

de movilidad y las medidas de distanciamiento.  

En el capítulo III, se diseñó un nuevo esquema de tipado molecular específico para los 

genotipos L de C. trachomatis, con el objetivo de obtener información más precisa de la 

epidemiología de LGV. Este esquema demostró tener mayor poder discriminatorio para 

los genotipos L que los previamente publicados, permitiéndonos detectar un mayor 

número de genovariantes. Posteriormente, se realizó un análisis temporal y espacial de 

las genovariantes identificadas, revelando nuevas introducciones de L2b, así como la 

dispersión radial de las genovariantes desde la zona centro de Madrid.  
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En el capítulo IV, la hipótesis de trabajo fue que el bajo porcentaje de infecciones 

asociadas a genotipos L de localización faríngea y genital puede ser consecuencia de la 

baja carga bacteriana en esas localizaciones, próxima al umbral de sensibilidad de las 

técnicas diagnósticas disponibles. Para ello, se diseñó una nueva PCR anidada, que 

demostró tener mayor sensibilidad que la utilizada en la rutina habitual. Esta estrategia 

nos permitió sumar 89 casos de LGV que previamente habían 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 diagnóstico que puede estar 

contribuyendo al mantenimiento de la epidemia, y, por tanto, en muestras faríngeas y 

genitales, el diagnóstico de LGV debería basarse en técnicas más sensibles que las 

actualmente disponibles.  
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SUMMARY 

The global incidence of sexually transmitted infections (STIs) 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 STI 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 II, 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 III, 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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1. ¿Qué es una infección de transmisión sexual? 

Las infecciones de transmisión sexual (ITS) constituyen una de las áreas que han 

adquirido mayor relevancia en temas de salud durante los últimos años. La Organización 

Mundial de la Salud (OMS), reconoce que las ITS representan un importante problema 

de Salud Pública y, aunque la lista propuesta por esta organización incluye más de 30 

patógenos virales, bacterianos y parasitarios [1], en nuestra percepción se reducen a 

una cifra menor. Clásicamente, la definición 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 patógenos 

que se transmiten por vía 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 fisiológicas del tracto genital pueden dar lugar a síndromes no 

adquiridos por vía sexual, como es el caso de la candidiasis o la vaginosis bacteriana por 

Gardnerella vaginalis [2], situaciones clínicas que cursan con manifestaciones clínicas 

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

Progresivamente la definición de ITS se ha ido haciendo más genérica, y a las ITS clásicas, 

se han incorporado otros patógenos no directamente asociados a las ITS pero que 

pueden ser adquiridos por contacto sexual, definidas por la OMS como ITS no clásicas. 

Los brotes de ITS no clásicas han ido en aumento [1], generando en algunos momentos 

situaciones de alarma social. El primero ejemplo que empezó a cuestionar la clara 

definición de las ITS fue el brote de Zika que tuvo lugar en 2016 y que afectó a numerosos 

países 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 

patógeno 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 surgió con el brote por el virus del Ébola en el periodo 2014-2016 en la 

República Democrática del Congo, cuya transmisión 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 vómitos). El hallazgo del ARN 

viral en el semen de personas infectadas hizo sospechar sobre la posible transmisión por 

vía sexual. Estrategias para minimizar el impacto de la transmisión sexual del virus se 

llevaron a cabo en Sierra Leona con pobre resultados [5], pues, aunque se redujo la 

transmisión, el impacto fue escaso, indicando que la transmisión por esta vía, si ocurría, 

era anecdótica. Más recientemente, se ha descrito un brote por Shigella sonnei 

extremadamente resistente asociado a determinadas prácticas sexuales en hombres 

que tienen sexo con hombres (HSH) [6]. En este caso la trasmisión estaría más 
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relacionada con prácticas sexuales de transmisión 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 afectó a 17 países [8], incluyendo España [9]. 

El caso más paradigmático 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 transmisión se 

asoció al contacto sexual, si bien otras vías de transmisión 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. Así, 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 Española de 

Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica (SEIMC) consideraron que, al 

comportarse como una ITS, debía 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], demostrándose además 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 asociación 

temporal y anatómica con varias prácticas sexuales, la alta prevalencia de ITS 

concomitantes y la infectividad in vitro del virus aislado de semen sugieren firmemente 

que 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 definición satisfactoria que permita incluir todos los ejemplos citados. Podríamos 

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 últimos 

años, donde diversos microorganismos han encontrado una posibilidad de transmisión 

por vía sexual o en el contexto de una relación sexual, poniendo de manifiesto la 

vulnerabilidad comunitaria a nuevas amenazas. 
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2. Las ITS como problema de salud pública global 

2.1. Epidemiología de las ITS 

Según la OMS, más de un millón de ITS de las denominadas curables (causadas por 

Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae y Trichomonas 

vaginalis) son adquiridas cada día en el mundo, estimándose en 2020 en más de 374 

millones anuales [16]: 129 millones causadas por C. trachomatis, 82 millones por N. 

gonorrhoeae, 7,1 millones de sífilis 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 

están infectadas por el VPH. Además, se estima que 296 millones de personas tiene una 

hepatitis B crónica y 38,4 millones de personas están infectadas por el VIH. Sin embargo, 

según 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).  

Figura 1. Número de casos de las cuatro ITS curables (C. trachomatis, N. gonorrhoeae, M. genitalium 

y T. vaginalis) en el año 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. Así, las infecciones 

causadas por los genotipos no invasivos de C. trachomatis afectan más a mujeres 

jóvenes que a hombres, mientras que los genotipos invasivos (genotipos L) de C. 

trachomatis, asociados al linfogranuloma venéreo (LGV), afectan 

desproporcionadamente más a hombres que mujeres, y en un rango de edad mayor. 

Por su parte, las infecciones causadas por N. gonorrhoeae y T. pallidum afectan más a 
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varones, aunque en diferentes franjas de edad. Estas diferencias están relacionadas con 

la mayor vulnerabilidad de diversas poblaciones, como los jóvenes, HSH, trabajadores 

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

 

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 III (ISCIII) de España. 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 detección simultánea de varias ITS. De hecho, algunas de 

ellas constituyen un importante factor de riesgo para la adquisición 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 infección por VIH [25]. Estas infecciones, 

particularmente en el caso de las úlceras, pueden causar la rotura de la barrera epitelial 

del tracto genital/rectal y el reclutamiento de células susceptibles (linfocitos CD4, 

macrófagos), favoreciendo el acceso del VIH [26]. De hecho, se ha observado una alta 

asociación entre el virus VHS-2 y el VIH [27]. Además, se ha demostrado que la presencia 

de ITS en personas que viven con VIH puede aumentar la eliminación 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, úlceras o verrugas genitales u orales); sin embargo, un porcentaje 

significativo de los casos puede cursar de forma asintomática, que, en ausencia de 

tratamiento, puede dar lugar a graves complicaciones, como el Síndrome de 

Inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en personas infectadas por el VIH o el cáncer 

cervical causado por el VPH. En 2018, ocho de cada 100.000 cánceres fueron asociados 

al VPH, diagnosticándose más de medio millón de casos cada año [28] y siendo causa de 

más de 300.000 muertes anuales [29]. En el caso de la hepatitis B, en 2019 se estimó 

que fue causa de 820.000 muertes, fundamentalmente debido a cirrosis o 

hepatocarcinoma [30].  

En 2016, se calculó que casi un millón de embarazadas fueron diagnosticadas de sífilis, 

siendo ésta la segunda causa de muerte neonatal a nivel global [1]. Desde entonces, se 

ha documentado un incremento del 236% en sífilis 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 neurológicas [32]. En Estados Unidos se ha observado un 

aumento de la incidencia del herpes neonatal en los últimos años [32,33], con una tasa 

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

La infección crónica por C. trachomatis puede causar enfermedad pélvica inflamatoria 

(EPI), dolor pélvico crónico, embarazo ectópico o infertilidad femenina [18]. 

Recientemente, se ha documentado el impacto de la infección crónica por C. 

trachomatis en la fertilidad masculina [34]. De modo similar, la infección no tratada por 

N. gonorrhoeae puede causar EPI, embarazo ectópico, infertilidad tubárica e infecciones 

diseminadas [35,36].  

2.2.2. Impacto socioeconómico 

Clásicamente las ITS se han asociado al pudor, la vergüenza y la discriminación, lo que 

ha favorecido en parte su diseminación a nivel global, creando un estigma con 

importantes consecuencias [37]. Este estigma hace que gran parte de la sociedad tenga 

una visión negativa de la sexualidad, evitando hablar abiertamente sobre el tema a 

todos los niveles, incluyendo a los profesionales sanitarios. A nivel individual, la 

estigmatización puede favorecer que no se realicen los cribados recomendados dando 

lugar a retrasos en el diagnóstico y el tratamiento, lo que contribuye a la transmisión 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 cómodamente sobre su salud sexual, 

adoptar prácticas sexuales más seguras y solicitar tratamiento contra las ITS” [38]. 

El impacto de las ITS también se ha medido en términos económicos. En Estados Unidos, 

los costes directos de las ocho principales ITS se han estimado en 16,7 billones de 

dólares, siendo el VIH el que más impacto económico representa (13,7 billones), seguido 

de C. trachomatis y N. gonorrhoeae (1 billón) [39]. Además, las ITS pueden suponer una 

carga económica para los infectados, especialmente en los países en vías de desarrollo, 

donde el coste del tratamiento equivale a varios días 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].  

Además, las ITS pueden tener un impacto sobre la población no infectada, cuantificada 

habitualmente en pérdida de años de vida ajustados por calidad (QALYs). Esto se debe 

a que las personas no infectadas muestran preocupación 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 años de vida ajustados por discapacidad (DALYs). En 2019, 

las ITS estaban entre las primeras enfermedades que más DALYs suponían en niños 

menores de 10 años, fundamentalmente debido a la sífilis congénita [42], mientras que 

C. trachomatis ocupó el séptimo lugar en la franja de edad entre 15 y 65 años [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 rápidos aumentos para sífilis, 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 

implementación de importantes medidas sanitarias, como la vacunación frente al VPH 

en mujeres o los mayores niveles de detección, diagnóstico y tratamiento de las 

personas infectadas por el VIH.  

3.1. Treponema pallidum  

En el caso de la sífilis, durante 2010-2011 se observó un incremento significativo en 

numerosos países como Estados Unidos [45], Canadá [46] y Australia [47], así como en 

varios países europeos, incluida España (Figuras 3A y 3B). En Europa, durante la década 

del 2000-2010, el 55% de los casos estaban asociados a HSH. Desde 2010, la sífilis siguió 
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aumentando en Europa a expensas de los casos en hombres. Durante el periodo 2015-

2019, se observó un incremento del 44% en los casos de sífilis entre los HSH VIH-

negativos, aunque se mantuvo estable en los individuos VIH-positivos [22]. Desde 2016 

se observó un nuevo incremento en el número de casos, tanto en Europa como en 

Estados Unidos (Figuras 3C y 3D).  

 

Figura 3. Evolución de los casos de sífilis en Europa y Estados Unidos en el periodo 2007-2020. A) 

Tasa de casos de sífilis por cada 100.000 habitantes en Europa en el periodo 2007-2016. B) Evolución 

de los casos de sífilis en Estados Unidos en el periodo 2007-2014. C) Evolución de los casos de sífilis 

en Europa en el periodo 2010-2019. D) Evolución de casos de sífilis en Estados Unidos el periodo 

2016-2020. Datos procedentes del ECDC y CDC [22,48–50].  

En España, el patrón es muy similar al observado en Europa y Estado Unidos. Según los 

datos del Instituto de Salud Carlos III (ISCIII), en España se observa por primera vez un 

cambio de tendencia en 2003, acentuándose en 2010 y alcanzando valores 

preocupantes a partir de 2016 (Figura 4). 

 
Figura 4. Evolución temporal de los casos de sífilis en España 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 infección gonocócica también aumentaron en todo el mundo a partir del 

2000, aunque en otros países 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 evidenció un incremento del 111% respecto al 2009 [52]. En Europa, el 

cambio de tendencia se observó en 2009; observándose una nueva aceleración en la 

detección de casos desde 2016 con un incremento del 224% en hombres y del 171% en 

mujeres [21], alcanzando el 586% en HSH (Figura 5). 

 

Figura 5. Evolución 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 señalan los periodos donde 

se observa un incremento de los casos.  

En España, aunque el patrón es similar, el cambio de tendencia se observa con ligera 

antelación a lo observado en el resto de Europa. El primer incremento en el número de 

casos se observa en 2005, observándose nuevamente un aumento significativo desde 

2016 (Figura 6). 

 

Figura 6. Evolución temporal de las infecciones causadas por N. gonorrhoeae en España 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 año 2000, el número de infecciones causadas por C. trachomatis ha ido en 

aumento, aunque el incremento es menos acusado que el observado para sífilis o 

gonococo, con un incremento del 24% en el periodo 2010-2019. Sin embargo, esta 

información puede dar lugar a confusión, pues se trata de la ITS con mayor incidencia a 

nivel global, cuya tasa por cada 100.000 habitantes está en continuo ascenso (Figura 7). 

 
Figura 7. Evolución temporal del número 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 podría estar relacionado 

con una mejora diagnóstica debido a la implementación generalizada de las pruebas de 

detección molecular (Figura 8A). Desde entonces, la incidencia se mantuvo más o menos 

estable hasta el último 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 último informe se presentan como número de casos en lugar de tasa de 

casos.  

 
Figura 8. Evolución temporal de la infección por C. trachomatis en Europa. A) Casos por cada 100.000 

habitantes en el periodo 2005-2014 [55]. B) Número 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 

implementación generalizada de las técnicas de detección molecular. En rojo, se identifica el periodo 

el que se observa el incremento mantenido más reciente [20]. 
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En España, 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 número de casos no ha dejado de aumentar cada año 

hasta el 2019 (Figura 9B).  

 

Figura 9. Evolución de los casos de C. trachomatis en España. A) Periodo 1995-2013. B) Periodo 2016-

2019 [23,56]. 

3.4. Genotipos invasivos de C. trachomatis. Linfogranuloma venéreo 

El LGV está 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 país con uno 

de los mejores sistemas de notificación implementados, podemos observar un 

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

desde 2017 a 2019 (Figura 10B). En España, los datos temporales son escasos. 

 

 

Figura 10. Evolución temporal de linfogranuloma venéreo en Europa, según datos del ECDC. A) 

Periodo 2004-2016 [57]. B) Periodo 2010-2019 [58].  

 



INTRODUCCIÓN 

27 

En conclusión, podemos observar un patrón similar en Estados Unidos y Europa, incluida 

España, aunque con algunas particularidades. En primer lugar, se observa un primer 

cambio de tendencia en la primera década de los 2000. Para sífilis, el cambio de 

tendencia tiene lugar en 2010-2011 en Europa, y en 2004 de forma particular en España; 

para la infección gonocócica, el cambio de tendencia en Estados Unidos se observa en 

2009, en Europa en 2008 y en España desde 2005. En segundo lugar, en todos los 

modelos analizados y todas las ITS, se observa un nuevo incremento en el número 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 últimas 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 epidemiología de estas infecciones. Posiblemente el VIH 

es uno de los aspectos que más ha impactado ya que la disponibilidad de tratamientos 

antirretrovirales eficaces, así como las medidas de prevención impulsadas, como la 

introducción de la profilaxis pre-exposición (PrEP), pueden haber influido globalmente 

en el aumento de las ITS. Otros factores son la mejora en las técnicas diagnósticas, como 

la introducción de los métodos basados en la amplificación de los ácidos nucleicos, y el 

aumento en la detección de los casos asintomáticos gracias a la implementación en los 

últimos años de los programas de cribado y los sistemas de notificación y vigilancia.  

3.5.1. Cambios en los comportamientos sociales 

Los comportamientos sociales de la población han ido cambiando a lo largo de los años, 

lo que ha influido directamente en la incidencia de las ITS. El comienzo de la epidemia 

del VIH en los años 80, asociado a elevadas tasas de mortalidad, supuso cambios 

importantes en los comportamientos sexuales de la población, especialmente en HSH. 

Se observó un descenso en el número de parejas y un aumento en las prácticas 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 sífilis [60] (Figura 11). En los años siguientes, se 

extendieron prácticas como la “seguridad negociada” [61], en la que las parejas sexuales 

con estatus serológico negativo para el VIH acordaban prescindir del uso del 

preservativo dentro de su relación, pero utilizar siempre prácticas seguras fuera de ella; 

o el serosorting, en el que los individuos solían elegir parejas sexuales serológicamente 

concordantes. A pesar de que el serosorting se asoció a un menor riesgo de adquisición 

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 serológico [63]. 
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Figura 11. Evolución temporal de los casos de sífilis (A) e infección gonocócica (B) en Reino Unido 

durante el periodo 1931-2017 [64]. 

La llegada en 1996 del tratamiento antirretroviral de gran actividad (TARGA) permitió 

alcanzar la supresión de la replicación viral y supuso un descenso radical en la mortalidad 

asociada al VIH [65–68]. Esto llevó a un importante optimismo en la comunidad 

científica y también en la población, lo que impactó directamente en los 

comportamientos sexuales. Varios estudios evidenciaron un aumento en las conductas 

sexuales de riesgo, con una menor motivación para el uso del preservativo [67,69], 

acompañado de un descenso en la percepción del riesgo de adquirir la infección por VIH 

gracias a los nuevos tratamientos [68]. Los pacientes con carga viral indetectable tienen 

un riesgo nulo de transmitir la infección por vía sexual, concepto conocido como 

“indetectable = intransmisible”. Las campañas que han utilizado este mensaje han sido 

una importante herramienta para eliminar el estigma y la vergüenza de las personas que 

viven con VIH, lo que podría contribuir a las altas tasas de comportamientos sexuales de 

riesgo [70]. De hecho, en población infectada por VIH se observó un aumento en las 

prácticas sexuales desprotegidas tras alcanzar cargas virales indetectables y niveles de 

linfocitos CD4 por encima de 350-500 células/mm3 [66]. Estos cambios se han asociado 

a continuos informes sobre el aumento de la incidencia de las principales ITS, 

especialmente gonorrea y sífilis en HSH [71–74]. Además, el CDC alertó en el año 2005 
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sobre el aumento de las nuevas infecciones por VIH en esta población [75], debido 

fundamentalmente a las altas tasas de comportamientos sexuales de riesgo. 

Uno de los cambios sociales que probablemente más ha impactado en la epidemiología 

de las ITS es la llegada de internet, las redes sociales y las aplicaciones móviles para 

encuentros sexuales esporádicos. En 1999 en San Francisco se detectó un brote de sífilis 

en HSH asociado al uso de internet [76]. En esta misma ciudad, el uso de páginas web 

para establecer contactos sexuales aumentó del 23% en el año 2000 a más del 50% en 

2008 [77]. Sin embargo, con la llegada de las aplicaciones móviles, su uso comenzó a 

descender desde 2010 a la vez que aumentaba el de las aplicaciones, cuyo uso aumentó 

del 1,4% en 2010 al 45% en 2016 [77]. Estos mismos resultados se observaron en otras 

ciudades, como Melbourne, donde se notificó un aumento del 77,8% en el uso estas 

aplicaciones desde 2011 al 2014 [78,79]. El uso de las aplicaciones móviles se ha 

asociado con comportamientos sexuales de riesgo, como la participación en sexo en 

grupo [80], mayor número de parejas sexuales [81], o mayor abuso de drogas, incluido 

el chemsex [82]. Además, también se ha relacionado con mayores tasas de infección por 

N. gonorrhoeae y C. trachomatis [83].  

3.5.2. El fenómeno del chemsex 

El término chemsex comenzó 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, cocaína, 

ketamina, speed y éxtasis) (Figura 12).  

 

Figura 12. Consumo de drogas psicoactivas relacionadas con el fenómeno 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. 
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El chemsex comenzó a popularizarse desde 2009 [85]. Aunque este fenómeno se inició 

en Reino Unido, poco a poco se fue expandiendo a otros países. En la Figura 13, se 

observa el impacto del chemsex en Europa, siendo España uno de los países más 

afectados (Figura 13A). Dentro del territorio nacional, Madrid, Andalucía y Cataluña, son 

las Comunidades Autónomas que encabezan esta lista (Figura 13B). 

 

Figura 13. Porcentaje de usuarios de drogas estimulantes durante las prácticas sexuales (chemsex). 

A) Europa [86]. B) España [87].  

Esta práctica se ha asociado con comportamientos sexuales de riesgo, como un menor 

uso del preservativo, mayor número de parejas sexuales, así como con una mayor 

incidencia de ITS, VIH y hepatitis C [88]. El chemsex se ha visto potenciado por el uso de 

las aplicaciones móviles, ya que hasta un 77% de los usuarios de chemsex reconocen que 

la vía de acceso para practicarlo es a través de estas aplicaciones. Además, la mayoría 

de los usuarios suelen utilizar más de una aplicación para este fin. Por otro lado, un 

porcentaje elevado practica chemsex en lugares de ocio como discotecas o saunas 

(Figura 14).  

 
Figura 14. A) Vías de acceso al consumo de chemsex [89]. B) Frecuencia de utilización de aplicaciones 

móviles para contactos sexuales [87].  
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3.5.3. Impacto de la movilidad de la población 

Los viajes internacionales se han considerado clásicamente un factor de riesgo para la 

adquisición 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 exposición a las ITS [92].  

Previo al inicio de la pandemia, el número de turistas internacionales a nivel global ha 

aumentado de forma significativa año tras año, pasando de 278 millones en 1980 a 

1.466 millones en 2019 [93], lo que potencialmente podría relacionarse con la 

propagación de las ITS. Según un metaanálisis, la prevalencia de relaciones sexuales 

casuales durante los viajes varía ampliamente entre estudios, con prevalencias entre el 

5,6% y el 62,9% [94], siendo mayor en el caso de los HSH [95–97]. Además, en un 50% 

de los casos los contactos sexuales tenían lugar sin el uso de preservativo [94], lo que 

podría favorecer la adquisición de las ITS [98,99]. 

Sin embargo, hay que tener en cuenta que otros tipos de desplazamientos, como la 

migración, ya sea por motivos sociales, económicos o políticos, puede influir en la 

transmisión de las ITS. Se ha demostrado que los comportamientos sexuales de esta 

población se ven influidos por el propio proceso migratorio [100], ya sea por la falta de 

apoyo social, la soledad [101], las necesidades económicas o cambios en las costumbres 

respecto a su país de origen [102], lo que hace a esta población especialmente 

vulnerable a padecer una ITS.  

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

La profilaxis pre-exposición (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 España, no fue hasta el 1 de noviembre de 2019 cuando se 

implementó en todo el territorio nacional. El uso de la combinación de tenofovir 

disoproxilo fumarato (TDF) y emtricitabina (FTC) ha demostrado alta eficacia en la 

prevención del VIH en ensayos clínicos aleatorizados, con eficacias globales por encima 

del 85% [105]. Sin embargo, su implementación ha causado mucha controversia debido 

a su seguridad a largo plazo, el riesgo de selección de resistencias o el riesgo de cambios 

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

El cambio en los comportamientos sexuales tras la introducción de la PrEP ha sido fuente 

de numerosos estudios. El acceso a la PrEP y la pérdida del miedo al VIH podría favorecer 

comportamientos como la reducción del uso del preservativo o un aumento en el 

número de parejas sexuales, lo que podría 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 

consistían en ensayos aleatorizados en los que los participantes desconocían si estaban 

recibiendo o no PrEP, y, en la mayoría de los casos, se observó 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 reducirían el uso del preservativo 

[106]. A medida que el uso de la PrEP se fue extendiendo, se han acumulado más 

evidencias en este aspecto. En un metaanálisis publicado en 2018 [107], la mayoría de 

los estudios no reflejaron cambios en el número de parejas sexuales o en el número de 

episodios de sexo anal, pero sí un descenso en el uso global del preservativo [108]. 

Además, las parejas sexuales de los usuarios de PrEP eran más frecuentemente VIH-

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

En cuanto al impacto en el aumento de las ITS, la mayoría de los estudios han observado 

una mayor incidencia de ITS en usuarios de PrEP [111] (Figura 15); en un metaanálisis se 

observó una clara asociación 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 localización rectal [107]. Sin 

embargo, muchos de estos estudios no diferencian entre ITS sintomáticas y 

asintomáticas; además, los usuarios de PrEP se someten más a menudo a cribado de ITS, 

pues es necesario para su correcto seguimiento [112]. En estudios que evaluaron la 

incidencia de ITS sintomáticas, como la gonorrea uretral o la sífilis 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 prácticamente la misma [113]. Sin 

embargo, en un estudio de cohortes se detectó un aumento de la incidencia de gonorrea 

y de C. trachomatis rectal tras el inicio de la PrEP [114].  

 
Figura 15. Prevalencia de las infecciones causadas por C. trachomatis, N. gonorrhoeae y M. 

genitalium en función 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 

población asintomática. Estos individuos, en ausencia de síntomas, evitan el contacto 

con el sistema sanitario, contribuyendo al mantenimiento de la epidemia y dificultando 

su control. Por otro lado, la infección asintomática no es sinónima de un estado de 

portador, sino que los individuos asintomáticos y no diagnosticados podrán sufrir 

consecuencias directas sobre su salud (Figura 16), tal y como se ha comentado en el 

apartado 2.2.1. Por tanto, cuanto más circulen las ITS, mayor será la población 

asintomática en riesgo de complicaciones derivadas de la ausencia de diagnóstico.  

 

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 rediseñó 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 podría 

ser una oportunidad para la inclusión de las ITS en los programas nacionales de 

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

▪ Programas de prevención primaria basados en concienciación comunitaria y 

formación docente de profesionales sanitarios que permitan crear un entorno 

favorable para hablar cómodamente sobre salud sexual e identificar cualquier 

población expuesta a ITS para su inmediato diagnóstico, lo que permitirá 

aumentar el cribado. 
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▪ Coordinar adecuados sistemas de derivación de los pacientes a la atención 

especializada, con independencia del lugar del diagnóstico (servicios públicos, 

privados y no gubernamentales).  

▪ Fortalecer las capacidades tecnológicas diagnósticas en todos los laboratorios de 

manera homogénea de manera que exista una equidad en el diagnóstico. 

Asimismo, fortalecer la capacidad de los sistemas nacionales de información de 

salud para garantizar la recopilación y el análisis de datos desglosados con el 

objetivo de adecuar las políticas de salud, las pautas de tratamiento y la asignación 

de recursos.  

El abordaje de la ITS requiere un planteamiento integral, sin limitarse a patógenos 

específicos. 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 propósito final de detener su creciente amenaza para la salud pública. Todas las 

estrategias deben centrarse en las diversas etapas del proceso asistencial de las ITS 

(Figura 17), garantizándose el acceso al mismo y la continuidad asistencial para todas las 

personas.  

 

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].  



INTRODUCCIÓN 

35 

4.1. Prevención primaria de las ITS 

La prevención primaria tiene como objetivo prevenir nuevos casos de infección, siendo 

las actividades de promoción de la salud sexual el pilar fundamental, que incluyen: PrEP, 

vacunación, educación para la salud, la educación sexual y la promoción de la salud 

reproductiva. 

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

La eficacia de la PrEP para la prevención del VIH ha sido confirmada por varios ensayos 

aleatorizados, doble ciego y controlados por placebo. Dos de los estudios más 

importantes fueron el estudio iPReX [105], donde se observó un descenso del 44% en la 

incidencia del VIH y el estudio Partners, en el que se incluyeron parejas 

serodiscordantes, y donde se observó 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 último 

consiste en la administración de dos comprimidos entre 2-24 horas antes de la relación 

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 evaluó 

la eficacia de la PrEP a demanda, observándose una reducción del 86% en el riesgo de 

contraer la infección por VIH [118]. En las últimas recomendaciones de la OMS se 

propone el uso de cabotegravir inyectable de acción prolongada para la prevención del 

VIH, gracias a los resultados de dos ensayos aleatorizados que han demostrado una 

reducción del 79% del riesgo de infección por VIH [119].  

A pesar de los buenos resultados de los ensayos aleatorizados en la prevención del VIH 

y que el fracaso de la PrEP es inusual en personas adherentes, la implementación 

mundial de la PrEP ha sido relativamente lenta, y las reducciones a nivel de la población 

de las infecciones por el VIH son modestas [120]. Según la OMS, en 2020 tan solo un 

28% de la población mundial que podría beneficiarse de la PrEP estaba recibiendo el 

tratamiento.  

Estas intervenciones son altamente recomendables para la prevención 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 periódico de ITS en 

todos los sitios anatómicos expuestos, así como las pruebas serológicas para la sífilis 

[121]. Los protocolos actualmente establecidos sugieren un cribado trimestral de ITS 
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para las personas en PrEP, si bien algunos países están 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. Según el informe de vigilancia de la OMS, la 

resistencia a TDF o FTC fue del 3,5 % si la PrEP se inició antes de adquirir el VIH, mientras 

que la resistencia fue más probable (33,3%) cuando la PrEP se inició inadvertidamente 

durante una infección aguda por VIH no diagnosticada. Por ello, es necesario realizar 

una prueba de detección molecular de VIH en lugar de una prueba serológica antes de 

iniciar el tratamiento antirretroviral [122]. 

La profilaxis post-exposición (PPE) es el conjunto de medidas aplicadas cuando no se han 

aplicado o han fallado otras medidas de prevención primaria previas a la exposición. Las 

PPE no ocupacional (PPENO) está dirigida a aquellos individuos que hayan tenido una 

exposición accidental a la infección fuera del ámbito sanitario. Para el VIH, ésta consiste 

en el tratamiento antirretroviral durante 28 días, debiéndose iniciar lo antes posible, 

preferiblemente dentro de las 6 horas posteriores a la exposición y siempre antes de 

transcurridas 72 horas. La administración de la PPENO para el VIH debe ser considerada 

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

Además del VIH, se ha propuesto el uso de doxiciclina para la prevención de la sífilis, la 

gonorrea y la infección por C. trachomatis, tanto pre como post-exposición [123]. En un 

estudio en el que se evaluó el uso diario de doxiciclina en HSH, se produjo un descenso 

del 73% de sífilis, gonorrea e infección por C. trachomatis [124]. En una extensión del 

estudio IPERGAY se evaluó el uso de doxiciclina 24-72 horas después del contacto sexual 

de riesgo, con una menor incidencia de ITS en el grupo de intervención, especialmente 

para los casos de sífilis y C. trachomatis [124]. Sin embargo, hoy en día el uso de 

doxiciclina no está recomendado por ninguna guía clínica, pues aún son necesarios más 

estudios de seguridad y eficacia, así como evaluar el impacto en la resistencia a los 

antimicrobianos.  

4.1.2. Vacunación 

Clásicamente, las vacunas son una de las medidas más eficaces para la prevención de 

las enfermedades infecciosas. En el caso de las ITS, actualmente sólo 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 cánceres 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 cánceres cervicales [125,126]. Estas vacunas han 

demostrado su eficacia en la prevención del cáncer de cérvix y ano, en la prevención de 

lesiones precancerosas en cérvix, vulva, vagina y ano, así como para la prevención de las 

verrugas genitales (tetra y nonavalente). Por tanto, es de especial relevancia la 

incorporación de esta vacuna a los calendarios de vacunación. En la actualidad, más de 

100 países han incluido la vacunación contra el VPH en sus programas de inmunización 

[127]. Sin embargo, en 2020 sólo un 14% de las niñas habían recibido las dos dosis de la 

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

Varias vacunas seguras y eficaces para la prevención de la infección por el VHB están 

disponibles desde los años 80. Actualmente se recomienda la administración 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 protección de larga duración [30]. 

El 98% de los países tienen implementado en su calendario de vacunación 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 vacunación al nacimiento, así como mejorar la 

vacunación sistemática en los niños. De igual modo, es importante fomentar la 

vacunación frente al VHB en los adultos, especialmente en grupos de riesgo como 

pacientes VIH, inmunodeprimidos, trasplantados, con hepatopatía o alcoholismo 

crónicos, o personas en riesgo de exposición (diálisis, HSH, personal sanitario…).  

Por otro lado, es necesario promover la vacunación de aquellas infecciones, que, a pesar 

de no ser estrictamente ITS, causan un considerable número de casos adquiridos a 

través del contacto sexual, como la hepatitis A. La vacunación frente a la hepatitis A es 

de especial importancia en grupos de riesgo, como HSH, pacientes con hepatopatía 

crónica, así como en viajeros a zonas endémicas, especialmente los niños [129]. Además, 

el uso de la vacuna combinada frente a la hepatitis A y B favorecería la incorporación de 

la inmunización contra la hepatitis A en los calendarios vacunales.  

4.2. Prevención secundaria de las ITS 

La prevención secundaria va encaminada a la detección de la enfermedad en estadios 

precoces en los que el establecimiento de medidas adecuadas puede impedir su 

progresión e interrumpir cadenas de transmisión. Esta acción es de gran importancia en 

la mayoría de las ITS, pues un porcentaje muy significativo de las infecciones cursan de 

manera asintomática y, por tanto, un cribado proactivo permitiría identificar la 
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población 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 prevención secundaria: notificación a la pareja (búsqueda activa 

de casos, identificando a aquellas personas que puedan haber estado expuestas a la 

infección), pruebas oportunistas y programas de cribado.  

4.2.1. Detección precoz para evitar de la transmisión vertical de las ITS 

Son varias las ITS que pueden transmitirse verticalmente de madre a hijo, como el VIH, 

la sífilis, C. trachomatis, N. gonorrhoeae, el VHS, el VHB o el HTLV-I. Para evitar la 

transmisión de estas infecciones sería recomendable un abordaje integral de la 

prevención, pues las intervenciones necesarias tienen varios elementos en común. Estas 

intervenciones deberían 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 vacunación frente a la hepatitis B.  

Muchos de los esfuerzos para la prevención de la transmisión vertical de las ITS han ido 

dirigidos a la prevención de la sífilis congénita. Los casos de sífilis congénita se utilizan 

como indicador de calidad de los servicios de salud; por ejemplo, en Estados Unidos, 

más de la mitad de los casos se debieron a un déficit en el cribado o el tratamiento [130]. 

En el último informe del CDC alertan sobre el preocupante incremento de la sífilis 

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 eliminación de la transmisión congénita de la sífilis. 

Desde 2012, la cobertura media de cribado prenatal a nivel global está por encima del 

85%; sin embargo, en 2017 sólo el 9% de los países habían 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 la 

OMS para el 2020-2030 [38].  

4.2.2. Diagnóstico precoz basado en técnicas rápidas  

Clásicamente, el abordaje de las ITS ha sido sindrómico. Éste se basa en el 

reconocimiento de grupos de signos y síntomas y, mediante el empleo de algoritmos 

diagnósticos, se establece un tratamiento empírico que cubre los principales patógenos 

implicados. El abordaje sindrómico favorece el tratamiento innecesario de muchos 

individuos, impactando directamente en el aumento de la resistencia a los 

antimicrobianos [132]. Además, esta aproximación no es eficiente debido al alto 
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porcentaje de infecciones asintomáticas, favoreciendo la persistencia de la infección y 

las secuelas asociadas. 

A pesar de ello, las ITS se siguen tratando de una manera sindrómica a la espera de los 

resultados microbiológicos, pues en la mayoría de los casos éstos no están disponibles 

de manera inmediata. Así, desde 2001, la OMS estableció varios algoritmos para el 

manejo de los casos basados en árboles de decisión [133]. En la última actualización de 

junio de 2021, los algoritmos propuestos por la OMS incluyen una rama relacionada con 

la disponibilidad de métodos diagnósticos rápidos o moleculares. Disponer de métodos 

rápidos de diagnóstico permitiría el paso de un tratamiento clínico a uno etiológico, de 

especial importancia en países con escasos recursos, pues ayudaría a reducir las altas 

tasas de ITS en estos entornos. De hecho, la OMS recomienda la implementación de 

estas técnicas en los lugares de atención, especialmente en entornos donde el acceso al 

laboratorio sea difícil.  

Hoy en día, se considera que la participación de los servicios de salud comunitaria es 

fundamental para acceder a una parte de la población a la cual el sistema sanitario tiene 

dificultades en llegar. Estas organizaciones están comprometidas a realizar un 

diagnóstico rápido, sencillo y a pie de paciente facilitando su derivación a centros 

especializados para su tratamiento y prevención terciaria. 

Para el diagnóstico del VIH y de las principales hepatitis víricas están disponibles varias 

pruebas rápidas que permiten la detección de anticuerpos específicos en muestras de 

sangre, plasma o saliva. En el caso del VIH, también existen ensayos que permiten la 

detección simultánea del antígeno p24, mejorando la sensibilidad en fases tempranas 

de la infección. Estas técnicas pueden ser útiles en los programas de cribado, 

permitiendo un diagnóstico y el acceso temprano al tratamiento. Además, algunas de 

estas pruebas pueden utilizarse en autodiagnóstico, favoreciendo la adherencia a los 

programas de cribado.  

4.3. Vigilancia epidemiológica de las ITS 

Una última acción estratégica necesaria para el control de las ITS consiste en la 

implementación de sistemas de vigilancia de las ITS a tres niveles: 1) Identificación de 

las poblaciones prioritarias y monitorización de los casos, 2) epidemiología molecular y 

3) monitorización de la resistencia a los antimicrobianos. 
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4.3.1.  Monitorización de los casos 

Los sistemas de vigilancia de las ITS deben proporcionar datos que sean representativos 

de la población y deben ser lo suficientemente sensibles para detectar posibles 

epidemias emergentes. Estos sistemas son esenciales no sólo para conocer las 

tendencias de la enfermedad, sino también para establecer estrategias de control y 

prevención, evaluar su eficacia, identificar poblaciones o zonas geográficas de mayor 

riesgo y para el desarrollo de políticas de salud pública. Sin embargo, a nivel global existe 

una considerable variabilidad en los sistemas de vigilancia implementados, lo que hace 

difícil comparar los datos entre regiones [19].  

En Estados Unidos, el CDC se encarga de la recopilación de los datos de vigilancia 

procedentes de los laboratorios de Salud Pública de todos los departamentos de salud 

estatales y territoriales [19]. Las ITS de notificación obligatoria a nivel nacional son la 

sífilis (incluyendo la sífilis congénita), la gonorrea, la infección por C. trachomatis y el 

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

En el caso de Europa, en 2001 se estableció la Red de Vigilancia Europea de las 

Infecciones de Transmisión sexual (ESSTI) cuyo principal objetivo era el de desarrollar y 

coordinar la vigilancia epidemiológica y de laboratorio de las ITS en Europa [135]. A 

partir de 2009, la coordinación de la vigilancia de las ITS en Europa quedó en manos del 

ECDC, siendo la sífilis (incluyendo la sífilis congénita), la gonorrea y la infección por C. 

trachomatis (incluyendo linfogranuloma venéreo) las infecciones bajo vigilancia [136]. 

Sin embargo, aún existen grandes diferencias entre los países miembros en cuanto a los 

sistemas utilizados para la notificación (activa, pasiva, basada en laboratorio o en datos 

clínicos) así como en las tasas de notificación [19]. En España, la vigilancia de las ITS se 

realiza a través del Sistema de Enfermedades de Declaración Obligatoria (EDO) y el 

Sistema de Información Microbiológica incluidos en la Red Nacional de Vigilancia 

Epidemiológica (RENAVE) [137,138]. Hasta 2015, sólo la sífilis (incluyendo la sífilis 

congénita) y la gonorrea eran EDO, momento a partir del cual se incluyó la infección por 

C. trachomatis y el linfogranuloma venéreo [139].  

Estas redes de vigilancia bien establecidas contrastan con las de países en vías de 

desarrollo de África, 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 prevención del VIH [140–142]. Uno de los objetivos de la OMS es que en 

2025 más del 50% de los países 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. Epidemiología molecular 

Una herramienta esencial en la vigilancia epidemiológica de las ITS la constituyen los 

métodos de tipificación. Éstos proporcionan información muy valiosa que puede 

utilizarse para el desarrollo de medidas de control de salud pública e intervenciones 

preventivas, pues son útiles para la identificación de grupos de riesgo, el rastreo de 

contactos, control del fracaso de tratamiento y el control de la resistencia a los 

antimicrobianos.  

Clásicamente, los métodos de tipificación pueden ser de dos tipos: fenotípicos y 

genotípicos. Los métodos fenotípicos se basan en las características fenotípicas 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 fenotípicos se usaran cada vez menos, ya que estos métodos 

proporcionan un mayor poder de discriminación. En los últimos años, las técnicas de 

secuenciación de genomas completos (WGS) se ha posicionado como una herramienta 

con un gran potencial en el diagnóstico, la vigilancia de las infecciones y detección de 

resistencias.  

En el caso de las ITS, se han descrito métodos de tipificación para los principales 

microorganismos, como N. gonorrhoeae, T. pallidum, C. trachomatis y T. vaginalis. Sin 

embargo, el número de estudios es muy limitado para ciertos microorganismos y 

actualmente existe una falta de armonización de los métodos que permitan la 

comparación a nivel internacional. Además, la aplicación de WGS a la vigilancia de las 

ITS sigue siendo muy limitada, especialmente para microorganismos cuyo cultivo es más 

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

La aplicación de la epidemiología 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 propagación mediante 

una tipificación molecular adecuada. En el caso de C. trachomatis, la tipificación ha 

demostrado utilidad en la diferenciación de reinfección y persistencia debido a fracaso 

del tratamiento. En un estudio del año 2015, el 80% de los genotipos detectados en el 

seguimiento de los pacientes infectados por C. trachomatis era distinto al genotipo del 

diagnóstico, poniendo de manifiesto que posiblemente las nuevas detecciones 

correspondían a reinfecciones [145].  
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4.3.3. Monitorización de la resistencia a los antimicrobianos 

La monitorización de la sensibilidad a los antimicrobianos utilizados para el tratamiento 

de las ITS es crítico para la detección 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 

antibióticos, como son las penicilinas, los macrólidos, las tetraciclinas y las 

fluorquinolonas [146]. En los últimos años, se han descrito cepas resistentes tanto a 

ceftriaxona/cefixima como a azitromicina en varios países, antibióticos de elección para 

el tratamiento de la infección gonocócica [147–149], incluyendo la resistencia a ambas 

familias de forma simultánea [150]. Así, la OMS incluyó a N. gonorrhoeae resistente a 

cefalosporinas y fluorquinolonas entre los patógenos resistentes con prioridad alta para 

la búsqueda de nuevos antimicrobianos [151]. Para su vigilancia, la OMS estableció el 

programa Gonococcal Antimicrobial Surveillance Programme (GASP), en el que una red 

de laboratorios de más de 60 países 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 países europeos [152].  

La resistencia a azitromicina en M. genitalium está adquiriendo especial importancia, ya 

que se ha descrito un importante incremento en las tasas de resistencia en los últimos 

años [153,154], con muchos países 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, sí hay países donde se ha implementado la vigilancia 

recientemente, como es el caso de Reino Unido, que la incorporó en 2019 [156].  
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El notable incremento de las principales infecciones de transmisión sexual (ITS) 

bacterianas durante los últimos años 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 prevención, el diagnóstico rápido con alta sensibilidad y 

especificidad, la adecuada administración del tratamiento antibiótico en todos los 

pacientes diagnosticados, así como la monitorización de los casos y la epidemiología 

molecular. 

La hipótesis general de esta Tesis es que el linfogranuloma venéreo (LGV), ITS asociada 

a los genotipos L de C. trachomatis, se está dispersando en la población con pocas 

medidas destinadas a mejorar el diagnóstico, la monitorización de los casos o a 

comprender la evolución de las variantes, lo que tiene un impacto negativo en la 

eliminación de la epidemia en nuestro entorno. 

Esta Tesis tiene como objetivo principal comprender y mejorar nuestro conocimiento 

sobre la dispersión de los microorganismos de transmisión sexual, tomando como 

modelo el LGV. Para ello, se realizará un abordaje desde dos grandes aspectos: mejorar 

el conocimiento de la epidemiología molecular y aumentar el diagnóstico de los casos.  

En cuanto a la epidemiología, se intentará resolver dos problemas principales. Por un 

lado, la limitada información disponible sobre la epidemiología del LGV en nuestro 

entorno y, por otro, la escasa disponibilidad de herramientas moleculares para resolver 

con suficiente precisión la epidemiología molecular de los genotipos L de C. trachomatis. 

En los dos primeros capítulos se analizará la epidemiología del LGV durante un periodo 

de 10 años (primer objetivo) y posteriormente, el impacto de la pandemia por SARS-

CoV-2 en la evolución de la epidemia de LGV (segundo objetivo). Como tercer objetivo, 

se planteó el desarrollo de un nuevo esquema de tipado molecular que nos permita 

resolver con mayor precisión las redes sexuales asociadas a la transmisión del LGV.  

La mejora diagnóstica de los casos de LGV es esencial para reducir su propagación a 

través de cadenas de transmisión. Tanto la población no diagnosticada 

(fundamentalmente asintomática), como la no correcta detección de los genotipos L 

(que impacta en una menor duración del tratamiento, especialmente en población 

sintomática), contribuye al mantenimiento de la epidemia. Para ello, como cuarto 

objetivo se propuso el desarrollo de una nueva PCR para la detección de los genotipos 

L que nos permitiera aumentar la sensibilidad.
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ANTECEDENTES 

1. Infecciones causadas C. trachomatis 

Los miembros del orden Chlamydiales son patógenos intracelulares obligados que 

dependen de células huésped eucariotas para completar su ciclo biológico [157], y cuya 

evolución ha sido en base al tropismo específico por estas células. C. trachomatis infecta 

exclusivamente a los humanos [158], causando la ITS bacteriana más frecuente a nivel 

global [17]. En base al tropismo de las diferentes variantes, se identifican tres patologías 

causadas por C. trachomatis:  

- Tracoma: representa la principal causa de ceguera por causa infecciosa en el 

mundo, considerándose endémica en África y Oriente Medio. Se asocia a los 

serovares A, B y C de C. trachomatis, que infectan las células epiteliales 

conjuntivales. El tracoma está relacionado con inadecuadas condiciones 

higiénico-sanitarias, que favorecen las infecciones de repetición. Cada nueva 

infección causa un engrosamiento inflamatorio de la conjuntiva en la que tejido 

fibroso va sustituyendo a la conjuntiva y, poco a poco, a una opacificación de la 

córnea y a una ceguera irreversible [159]. 

- Infección urogenital no invasiva: causada por los serovares D-K de C. 

trachomatis, que infectan las células epiteliales del tracto genital. Los principales 

cuadros clínicos son cervicitis en mujeres y uretritis en hombres. Estos genotipos 

también pueden causar infección ocular, especialmente en neonatos o adultos 

que han estado en contacto con secreciones genitales. 

- Linfogranuloma venéreo (LGV) o infección urogenital invasiva: causada por los 

genotipos L1, L2 y L3 de C. trachomatis. Éstos son capaces de invadir no sólo a 

las células epiteliales del tracto urogenital, sino también los macrófagos, 

propagándose sistémicamente a través de los ganglios linfáticos [160].  

Mientras que el tracoma se transmite fundamentalmente a través del contacto con 

secreciones oculares bien persona-persona o a través de fómites [159], la infección 

urogenital no invasiva y el LGV son consideradas ITS.  

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

En 1998, se publicó el primer genoma de C. trachomatis, perteneciente al genotipo D 

[161]. El genoma de C. trachomatis es pequeño, de aproximadamente 1 Mb, 

constituyendo, junto a los micoplasmas, las especies bacterianas con los genomas más 

pequeños. Además, C. trachomatis posee un plásmido críptico de 7,5 Kb que ha 
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coevolucionado con el cromosoma [162]. Tradicionalmente, se ha considerado que la 

tasa de recombinación en C. trachomatis es baja debido a su ciclo biológico y a sus 

escasas oportunidades de intercambio genético; sin embargo, la secuenciación de 

genomas completos ha revelado que su genoma es resultado de múltiples eventos de 

recombinación, revelando una alta capacidad para generar nuevas variantes [163]. Esta 

capacidad tiene su máximo exponente en la selección y dispersión de la variante 

hipervirulenta resultado de una recombinación extensa de los genotipos L2 y D [164], la 

cual se ha ido dispersando por varios países [165,166]. No obstante, hay que tener en 

cuenta que la variabilidad por mutación es hasta 70 veces más frecuente que la 

recombinación, y que, por tanto, también contribuye significativamente a la 

diversificación [163]. 

Históricamente, 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 (Capítulo III). Los métodos de tipado de C. 

trachomatis se han basado fundamentalmente en la caracterización del gen ompA, que 

codifica para la proteína principal de membrana externa (MOMP), zona que ha 

demostrado ser altamente recombinogénica [167,168].  

La gran diversidad observada en C. trachomatis y los múltiples métodos de tipado ha 

dado lugar a una gran confusión en la nomenclatura usada. Así, el Subcomité de 

Taxonomía de Chlamydiae establece la utilización de genotipo y genovariantes 

derivadas de éstos cuando la identificación se realiza por técnicas moleculares basados 

en pocos genes; y los términos genomotipo y genomovariante cuando se realiza 

mediante secuenciación de genomas completos. Los términos serovar y serotipos se 

reservan cuando la asignación se realiza por técnicas serológicas, 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. Presentación clínica  

El periodo de incubación del LGV varía entre 3 y 15 días [170]. El curso clínico de la 

enfermedad puede dividirse en tres etapas principales. La primera etapa se caracteriza 

por la aparición de una lesión en el lugar de la inoculación, de tamaño variable (1-5 mm) 
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e indolora, que suele desaparecer de forma espontánea; esta etapa suele pasar 

desapercibida. Entre 2 y 6 semanas después de la aparición de la lesión primaria, se 

produce la invasión de los ganglios linfáticos próximos. Clásicamente, esta etapa se 

manifiesta como una linfadenopatía 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 asintomática. Aunque la mayoría de los pacientes 

suelen recuperarse sin secuelas, en algunos casos, y sobre todo en ausencia de 

tratamiento, pueden aparecer complicaciones más graves. La linfadenitis crónica puede 

dar lugar a fibrosis, pudiendo causar la obstrucción linfática (estenosis) del trato genital 

y elefantiasis [171].  

2.2. Antecedentes históricos y epidemiológicos 

En 1833, Wallace describe por primera vez la enfermedad como “bubón tropical”, 

pensando inicialmente que la infección era de origen climático [172], y no siendo hasta 

casi un siglo después, en 1912, cuando Rost estableció el origen venéreo de esta 

enfermedad [173]. En 1913, Nicolas y Favre describen por primera vez el LGV como una 

condición clínica diferente, clasificándola como una nueva entidad a la que 

denominaron “linfogranulomatosis” [174]. En 1922, Phylactos estableció que un único 

agente infeccioso podía causar las diferentes etapas y manifestaciones clínicas del LGV: 

úlcera genital, proctitis y formación de bubones [175]. El descubrimiento del agente 

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

En 1925, Frei desarrolló una prueba cutánea para el diagnóstico de LGV. El cultivo del 

agente etiológico se consiguió en 1935, facilitando el desarrollo de un antígeno 

estandarizado para las pruebas cutáneas y el diagnóstico serológico [177]. Sin embargo, 

hasta la llegada de las técnicas moleculares, el diagnóstico de LGV se basó 

fundamentalmente en la presencia de unas manifestaciones clínicas determinadas.  

Durante el siglo XX y principios del XXI el LGV casi estaba restringido a regiones tropicales 

y subtropicales [178]. Sin embargo, en las zonas endémicas de África, 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 

mayoría de los casos descritos fuera de estas áreas eran considerados casos importados 

asociados a los movimientos migratorios [181], notificándose en su mayoría como casos 

esporádicos [182]. Durante la década de los 80 se describieron varias series de casos en 

países industrializados. Una de las mayores series es la publicada en París, con un 

acúmulo de 27 casos durante un periodo de 6 años [183]. En esta serie la mayoría de los 

pacientes procedían de un país distinto a Francia, la mayoría cursaron con adenopatías 
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y solo dos pacientes cursaron con proctitis. Durante los años 1982-1983 en Estados 

Unidos se detectó 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 prostitución [186]. Sin embargo, 

ninguna de estas entradas esporádicas generó cadenas de transmisión en la población.  

2.3. Epidemia actual de linfogranuloma venéreo 

2.3.1.  El inicio de la epidemia: brote en los Países Bajos 

En febrero de 2003 se describef en Rotterdam, Países Bajos, un caso de LGV en un varón 

que había mantenido relaciones sexuales con otro varón en Ámsterdam [187], lo que 

podría indicar una cadena de transmisión no detectada. A finales de ese mismo año, las 

autoridades sanitarias de Rotterdam comunicaron un acúmulo de 15 casos de proctitis 

en HSH [188]. Como consecuencia de esa alerta, se realizaron esfuerzos para aumentar 

la concienciación entre los profesionales sanitarios, diagnosticándose 17 casos más 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 años. La mayoría era pacientes VIH-positivos y presentaban otras ITS de manera 

concomitante. En las encuestas epidemiológicas realizadas a los casos, todos ellos 

notificaron contactos sexuales sin protección, muchos anónimos o con individuos 

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

Desde junio de 2003, la ESSTI permitió a los epidemiólogos y microbiólogos compartir 

información y lanzar alertas sobre ITS emergentes o brotes de ITS a través de ESSTI-

ALERT [135]. Esta plataforma se utilizó en enero de 2004 para difundir información y 

medidas de control para el LGV como consecuencia de los nuevos casos detectados. 

Poco después de la descripción de los primeros casos en Países Bajos, fueron varios los 

países que empezaron a notificar casos y pequeños brotes en pacientes HSH, tanto en 

Europa, como en Estados Unidos y Australia.  

2.3.2.  La propagación de la epidemia en Europa 

El LGV no era una enfermedad de declaración obligatoria en muchos países europeos; 

sin embargo, y como consecuencia de la alerta emitida a través de ESSTI, varios países 

implementaron medidas adicionales. En enero de 2004, Países Bajos estableció una 

vigilancia reforzada. Ese mismo año, Alemania (en mayo) y Reino Unido (en octubre) 

establecieron una vigilancia centinela de LGV. En Suecia, la comunicación de los casos 
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se inició también en 2004 a través del sistema obligatorio de notificación del laboratorio 

de Chlamydia. En Francia, la vigilancia centinela se introdujo en enero de 2005 [191]. Sin 

embargo, otros estados miembros de la Unión Europea (UE) no modificaron sus 

sistemas nacionales de notificación de ITS y los casos de LGV se comunicaron mediante 

observaciones clínicas o de laboratorio rutinarias. 

Como consecuencia de esta rápida acción en varios países europeos, en marzo de 2005 

eran más de 350 los casos notificados en un total de 8 países [192], siendo Países Bajos, 

Francia y Reino Unido los países con mayor número de casos comunicados [193–195]. 

En los años sucesivos siguieron detectándose casos de LGV; sin embargo, y sobre todo 

gracias a los países que tenían implementada una adecuada vigilancia de la infección, 

como Reino Unido, se observó una aparente estabilidad desde 2006 (Figura 18), que 

incluso llevó a algunos a autores a pensar que el brote podría desaparecer [196].  

 

Figura 18. Número de casos notificados por Reino Unido en el periodo 2004-2006. Tras el brote 

inicial, se observa una estabilización de los casos en 2006 [193]. 

Atendiendo a las fechas de comunicación de los casos, se observó una dispersión radial 

de los casos de LGV desde Países Bajos al resto de países europeos (Figura 19). En primer 

lugar, se observó una dispersión inicial a Bélgica, Francia y Reino Unido, y 

posteriormente de éstos a Irlanda, España e Italia. Poco a poco más países se sumaron 

a la detección de casos de LGV: Dinamarca en 2007 [191], Italia [197], Portugal [198] y 

Austria [199] en 2008, Noruega [200] e Irlanda [201] en 2010, República Checa [202] en 

2011, y Croacia [203] y Finlandia [204] en 2012.  
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Figura 19. Dispersión radial de los casos de LGV desde Países Bajos hacia el resto de los países 

europeos durante el periodo 2003-2012. Adaptado de Rodríguez-Domínguez, 2015. 

Desde 2010, el número de casos de LGV notificados en Europa fue aumentando año tras 

año, 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 Epidemiológico Anual del ECDC de 2019, se observa 

un incremento del 30% en el número de casos respecto al año 2018, observándose los 

mayores incrementos en Eslovenia (131%), Bélgica (67%), Países Bajos (50%) y Reino 

Unido (49%) [58]. Hasta 2016, fueron notificados 10.105 casos en 15 países; sin 

embargo, el 89% fueron notificados únicamente por tres: Países Bajos, Francia y Reino 

Unido [205].  

 

Figura 20. Evolución temporal de los casos de LGV en el periodo 2010-2019 en los países con mayor 

número de casos acumulados. Obtenido de ECDC, 2022 [58].  
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Desde 2013, las guías europeas recomiendan el cribado sistemático de LGV en HSH que 

hayan tenido prácticas sexuales de riesgo en los 6 meses previos [206]. Desde 2015, el 

ECDC aconsejó el cribado sistemático en pacientes con VIH al menos una vez al año, o 

más frecuentemente, si presentan una infección por C. trachomatis [207]. 

En 2017, España se sumó a la notificación de los casos de LGV [208], aportando datos de 

los dos años previos. A partir de ese momento, España pasó a ser, junto con Francia, 

Países Bajos y Reino Unido, uno de los países que más casos de LGV notifica. Esto pone 

de manifiesto que el número de casos de LGV en España posiblemente esté 

infraestimado. Esta sospecha es extensible a otros países europeos ya que muy pocos 

países cuentan con un sistema de notificación bien implementado. Asimismo, las 

técnicas moleculares necesarias para la correcta detección de los genotipos L no está 

ampliamente extendida por todo el continente. Pese a las recomendaciones europeas, 

en el año 2013, sólo 14 laboratorios de 11 países realizaban el diagnóstico molecular de 

la infección por los genotipos L [209], lo que dificulta conocer la magnitud exacta de la 

epidemia.  

2.3.3.  La propagación 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 detectó un caso en 2009, sumándose 7 más 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 observó un aumento tanto en 

el número de casos como en el porcentaje de casos de LGV respecto al número de 

muestras positivas para C. trachomatis en el periodo 2008-2015 [213] (Figura 21). 

 

Figura 21. Evolución temporal de los casos de LGV diagnosticados en Estados Unidos (2008-2015) 

[213]. 
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Sin embargo, en Estados Unidos no está establecida una vigilancia sistematizada de los 

casos de LGV, y la mayoría de los informes disponibles tienden a centrarse en casos 

esporádicos o brotes, por lo que existen pocos datos sobre la epidemiología real. En un 

estudio retrospectivo llevado a cabo en 8 laboratorios de Salud Pública del país, se 

realizó la detección de genotipos L en todas las muestras rectales remanentes recogidas 

entre 2015 y 2018, encontrándose una proporción de casos asociados a estos genotipos 

del 14%. A pesar de que se encontraron diferencias entre las distintas áreas geográficas, 

con prevalencias entre el 0% y el 21%, estos datos ponen de manifiesto la circulación de 

LGV en Estados Unidos [214].  

En Canadá, los primeros casos se diagnosticaron en 2004, detectándose 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, ponía de manifiesto que la infección causada por los genotipos L estaba 

convirtiéndose en endémica en la población HSH [216]. Desde 2005, la Agencia de Salud 

Pública de Canadá inició una vigilancia reforzada del LGV, recogiéndose de forma 

sistemática todos los datos clínicos y epidemiológicos de los pacientes. Los datos más 

recientes disponibles indican una reemergencia del LGV en Canadá desde 2013 (Figura 

22).  

 

Figura 22. Evolución de la tasa ajustada por cada 100.000 habitantes y año de los diagnósticos de 

LGV en Canadá. Obtenido de Boutin y cols., 2018 [217].  
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En Australia, los primeros casos de LGV tras la descripción del brote en Países Bajos se 

notificaron en 2005 y en 2006 [218,219], sumándose 4 casos más ese mismo año [220]. 

En una de las series más largas llevadas a cabo en Australia se notificaron 208 casos de 

LGV durante un periodo de 10 años (2006-2015), poniendo de manifiesto el aumento 

de la infección rectal por C. trachomatis a lo largo de los años, con una proporción de 

casos de LGV que alcanzó hasta el 8% durante 2009 (Figura 23A). Los datos más recientes 

disponibles, gracias al informe de la “Estrategia frente a las infecciones de transmisión 

sexual de Nueva Gales del Sur”, ponen de manifiesto un descenso en el número de casos 

desde 2018 (Figura 23B). Sin embargo, estos datos hay que tomarlos con precaución 

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

 

Figura 23. Número 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 España 

El primer caso de LGV comunicado en España fue diagnosticado en septiembre de 2004 

en Barcelona [223]. Se trataba de un paciente HSH, cuya pareja había sido diagnosticada 

de LGV en Ámsterdam. 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 España, de nuevo en Barcelona, detectándose 21 casos en un 

periodo de 8 meses (septiembre-2007 a abril-2008) [225]. Desde 2007 el LGV fue 

incluido como EDO en Cataluña [226], por lo que los casos detectados debían ser 

notificados a la Dirección General de Salud Pública de Cataluña. Así, 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 España. 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 

publicó una serie de 102 casos en el periodo 2000-2011 [228] (Figura 24B). De modo 

similar a lo observado en Cataluña, se observó un mayor acúmulo de casos en el último 

año de seguimiento, 2011. En los años sucesivos, el número de casos en Cataluña siguió 

en aumento, detectándose 77, 67, 147 y 132 casos en 2012, 2013, 2014 y 2015, 

respectivamente [230]; en Madrid se sumó una nueva serie de 26 casos en 2014 [231]. 

Sin embargo, en el resto de las Comunidades Autónomas, la notificación de casos ha 

sido mucho más esporádica. En Bilbao, se describieron dos casos en una pareja en 2008 

[232], detectándose un caso más un año 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 Andalucía [235], sumando 13 casos más en el periodo 2016-2019 [236].  

Aunque en Cataluña el LGV es EDO desde 2007, no es hasta 2015 cuando se establece 

el LGV como EDO para el resto de España. La notificación es individualizada y deben 

recogerse determinadas variables clínicas y epidemiológicas que quedaron establecidas 

en los protocolos de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiológica, aprobados en 2013 

por el Consejo Interterritorial del Sistema Nacional de Salud [139,237]. Desde su 

inclusión como EDO, el número 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 

incorporación de LGV como EDO, España es junto a Países Bajos, Francia y Reino Unido, 

responsable de la notificación de más del 80% de los casos de LGV en Europa. Sin 

embargo, pese a esos buenos datos, como ocurre en otros países de Europa, las 

herramientas diagnósticas necesarias para la detección de los genotipos L no están 

implementadas en todos los laboratorios del territorio nacional, por lo que 

posiblemente el número de casos real sea mucho mayor al que se notifica [238].  
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2.3.5.  Características clínicas y epidemiológicas de la epidemia de LGV 

El brote de LGV en Europa fue acompañado de un cambio en la presentación clínica de 

los casos, de modo que las manifestaciones típicas del LGV, como son las adenopatías o 

bubones, solamente fueron observadas en una pequeña parte de los pacientes, siendo 

la proctitis la manifestación clínica más frecuente [188]. En esta nueva presentación de 

la enfermedad los síntomas más comunes son dolor, tenesmo, secreción mucopurulenta 

y sangrado; además, en algunas ocasiones puede ir acompañado de ulceraciones o 

pólipos rectales, lo que puede llevar a confundirla con otras patologías intestinales como 

enfermedad inflamatoria intestinal o carcinoma rectal [239], con el consiguiente retraso 

en el diagnóstico.  

Desde inicio del brote, los casos estaban prácticamente restringidos a HSH [240] y, 

aunque se han descrito casos en mujeres y población no HSH [241], éstos son 

esporádicos, por lo que la epidemia sigue restringida a esta población. De hecho, en el 

Informe Epidemiológico 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 

localización extrarrrectal como exudados endocervicales/vaginales [242], exudados 

uretrales [243] o muestras faríngeas [244]. No obstante, las infecciones urogenitales y 

faríngeas son una minoría en los datos de vigilancia, lo que puede deberse a la falta de 

muestreo, así como a un mayor porcentaje de casos asintomáticos asociados a estas 

localizaciones [245].  

Los casos de LGV detectados en el comienzo del brote estaban altamente asociados a la 

infección por VIH. En un metaanálisis realizado en 2011, varios años después del inicio 

de la epidemia, se observó que la prevalencia de la infección por VIH en los casos de LGV 

oscilaba entre el 67% y el 100% de los casos [246]; además, en muchas ocasiones, sin 

recibir tratamiento antirretroviral y altas cargas virales, lo que podría contribuir a la 

cotransmisión de VIH y LGV. Sin embargo, series posteriores han observado que el 

porcentaje de población no VIH entre los pacientes diagnosticados de infección por LGV 

es cada vez mayor (Figura 25), lo cual puede ser consecuencia de la disponibilidad de 

intervenciones médicas contra la transmisión del VIH [247], como la mejora en las 

herramientas diagnósticas 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 proporción de pacientes VIH 

negativos entre la totalidad de los casos de LGV diagnosticados en población HSH. Países Bajos, 

periodo 2011-2017 [248].  

2.3.6.  Epidemiología 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 

aspártico en la posición 162 de la proteína codificada por el gen ompA (Figura 26). 

Estudios retrospectivos realizados a posteriori revelaron que L2b ya estaba circulando 

en Ámsterdam en el año 2000, así como en los años 80 en San Francisco [249].  

 

Figura 26. Representación esquemática del gen ompA de C. trachomatis. En detalle, se muestra el 

segmento variable II (VS-II) donde se muestran las diferencias nucleotídicas de las genovariantes L2a, 

L2´, L2 y la nueva genovariante L2b [250]. 
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Durante los primeros años de la epidemia, los casos de LGV detectados en Europa, así 

como en Norteamérica y Australia, estuvieron asociados fundamentalmente a la 

genovariante causante del brote, L2b. Sin embargo, en Madrid se comunicó por primera 

vez la cocirculación de dos genovariantes en base a la secuencia de ompA, L2b y L2 [228]. 

Posteriormente, varios países europeos observaron una asociación entre la 

diseminación del LGV junto a la circulación 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 más 

reciente en Italia, se detectaron 7 genovariantes diferentes [253]. En 2021, en uno de 

los estudios más completos acerca de la epidemiología molecular del LGV en el que 

participaron 7 países europeos y Australia, se detectaron un total de 16 genovariantes 

[166].  

En los últimos años, 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 año, fueron 4 los genotipos L1 detectados [166], 

no detectándose en ninguno de los dos estudios genotipos L3. Estos datos sugieren la 

posibilidad de nuevas introducciones, lo que podría dar lugar a nuevos brotes 

epidémicos que se sumarían al escenario actual. 
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

Según los últimos informes epidemiológicos internacionales, en los últimos años se está 

produciendo un aumento progresivo en el número de casos asociados a los genotipos L. 

Sin embargo, la falta de sistemas de notificación bien implementados y la escasa 

disponibilidad de las herramientas moleculares necesarias para la detección de los 

casos, podrían indicar que el LGV está infradiagnosticado. Esto conlleva que la 

epidemiología en nuestro entorno no sea bien conocida, lo cual es esencial para 

comprender la dispersión de la infección en poblaciones con alto grado de exposición, 

identificar cadenas de transmisión en esas poblaciones y la posible diseminación a otras 

poblaciones vulnerables con un menor grado de exposición. 

Los objetivos de este capítulo fueron los siguientes:  

1. Analizar la evolución temporal de los casos de LGV en Madrid en diferentes 

contextos epidemiológicos, incluyendo clínicas especializadas en ITS y hospitales 

generales.  

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

pmpH y ompA. 

3. Evaluar la selección y propagación de nuevas genovariantes de LGV a lo largo del 

periodo de estudio desde un contexto epidemiológico y social.  

4. Analizar las características clínicas y epidemiológicas de los pacientes con 

infección por genotipos L.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Centros participantes y periodo de estudio 

En el estudio realizado en este capítulo participaron cuatro centros diferentes: dos 

centros especializados en el diagnóstico y tratamiento de las ITS (Centro Sanitario 

Sandoval y el Centro Montesa), y dos hospitales públicos (Hospital Universitario Ramón 

y Cajal y Hospital Central de la Defensa Gómez 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 diagnóstico 

de las ITS, integrado desde 2018 en la estructura asistencial del Hospital Clínico San 

Carlos. Este centro atiende anualmente a más de 25.000 pacientes de forma anónima y 

gratuita, donde se realizan más de 50.000 determinaciones microbiológicas cada año 

encaminadas al diagnóstico y seguimiento de las ITS, tanto de origen bacteriano como 

de origen viral. Además, desde enero de 2020 este centro fue autorizado para la 

prescripción de la PrEP para la prevención de la infección por VIH en personas con alto 

riesgo de exposición al virus, siendo el único centro en Madrid autorizado para ello hasta 

enero de 2022, momento en el cual la autorización se extendió a varios hospitales de la 

Comunidad. Las poblaciones atendidas en este centro son fundamentalmente HSH y 

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

El Centro Montesa forma parte del Programa de Prevención de SIDA/ITS del 

Ayuntamiento de Madrid. La consulta de ITS del centro realiza más de 10.000 consultas 

anuales, atendiendo mayoritariamente a población heterosexual, con prácticamente la 

misma proporción de hombres y mujeres. La población atendida engloba grupos 

vulnerables, incluyendo población HSH, aunque en menor proporción que en el CS 

Sandoval. Cada año en este centro se procesan más de 30.000 muestras para el 

diagnóstico de las principales ITS. 

El Hospital Universitario Ramón y Cajal es un hospital terciario de gestión pública e 

integrado en el Servicio Madrileño de Salud (SERMAS). Cuenta con más de 900 camas y 

es centro de referencia para más de 650.000 habitantes del área 4 de la CAM. El hospital 

cuenta con una unidad específica dedicada al diagnóstico y tratamiento de las ITS, así 

como una unidad para el seguimiento de los pacientes con diagnóstico de VIH. El 

Hospital Central de la Defensa Gómez Ulla es un hospital de gestión pública dependiente 

del Ministerio de Defensa que desde 2007 mantiene un acuerdo con el SERMAS, por el 

cual presta atención sanitaria a población 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 duración de 10 años, desde 2010 hasta 

2019. Para el resto de los centros el periodo de estudio fue de 3 años, desde 2017 a 

2019.  

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

En todos los centros la toma de muestras para la búsqueda de C. trachomatis se realizó 

en base a la sintomatología y/o las prácticas de riesgo del paciente independientemente 

de la presencia de signos o síntomas. Las muestras recogidas correspondieron a orinas, 

exudados uretrales, exudados cervicales/vaginales, exudados rectales y exudados 

faríngeos.  

El diagnóstico inicial de la infección por C. trachomatis se realizó en cada uno de los 

centros mediante diferentes técnicas comerciales. El CS Sandoval y el Hospital Central 

de la Defensa Gómez Ulla emplearon el sistema m2000 Abbott RealTime CT/NG assay 

(Abbott Molecular Diagnostics, Des Plaines, IL, USA); el Hospital Universitario Ramón y 

Cajal utilizó la técnica Allplex™ STI Essential assay (Seegene®, Seoul, South Korea) y el 

Centro Montesa empleó 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 

detección cualitativa y simultánea de C. trachomatis y N. gonorrhoeae. Las regiones 

diana consisten en dos fragmentos diferentes del plásmido críptico para C. trachomatis 

y una región del gen opa para N. gonorrhoeae, para lo cual emplea tres parejas de 

cebadores y tres sondas. La extracción del material genético se realizó en el m2000sp, 

sistema automatizado basado en la utilización de partículas magnéticas.  

La técnica Allplex™ STI Essential assay consiste en una qPCR que permite la detección 

cualitativa y simultánea de siete patógenos causantes de ITS: C. trachomatis, N. 

gonorrhoeae, M. genitalium, Mycoplasma hominis, T. vaginalis, Ureaplasma parvum y 

Ureaplasma urealyticum. Este sistema emplea una tecnología denominada MuDT™ 

(Multiple Detection Temperature), propiedad de Seegene, que permite la detección de 

múltiples dianas en un único canal de fluorescencia [255]. La extracción del material 

genético se llevó 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 extracción utiliza proteinasa K para la lisis celular seguido del 

empleo de partículas magnéticas.  

La técnica Roche Cobas® CT/NG consiste en la extracción y amplificación en el mismo 

sistema (en este caso utilizando el sistema cobas 4800), que permite la detección 

cualitativa y simultánea de C. trachomatis y N. gonorrhoeae. Las regiones diana para C. 

trachomatis son dos, una situada en el cromosoma y otra en el plásmido críptico. Para 

N. gonorrhoeae, se utilizan dos parejas de cebadores dirigidos a la región de repetición 

directa y altamente conservada DR-9.  

3. Detección de los genotipos L asociados a linfogranuloma venéreo 

Todas las muestras positivas para C. trachomatis fueron enviadas en las condiciones 

adecuadas de refrigeración al laboratorio de Microbiología del Hospital Universitario 

Ramón y Cajal, donde se realizó una nueva extracción del material genético. Para ello, 

se utilizó la plataforma NucliSENS EasyMag (bioMérieux, Marcy l’Etoile, France), 

sistema automatizado basado en la utilización de partículas magnéticas, empleándose 

un volumen de partida de 300 L y un volumen final de elución de 50 L.  

La detección de los genotipos L se realizó mediante una qPCR basada en la deleción de 

36 pares de bases (pb) del gen pmpH presente únicamente en los genotipos asociados 

a LGV [256]. Además, la presencia de C. trachomatis se confirmó en todas las muestras 

mediante una qPCR dirigida a una región 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 confirmación de la presencia de C. trachomatis y la 

detección de los genotipos L.  

Cebador/sonda Secuencia (5´-3´) 
Tamaño 

amplicón 
Gen diana 

LGV-F CTGTGCCAACCTCATCATCAA 

69 pb pmpH LGV-R AGACCCTTTCCGAGCATCACT 

LGV-sonda FAM-CCGCCTGCTCCAACAGTTAGTGATG-BHQ1 

CT-F GGT TTC GGC GGA GAT CCT 

61 pb ompA 
CT-R1 AGT AAC CAA CAC GCA TGC TGA T 

CT-R2 AGT AAC CCA TAC GCA TGC TGA T 

CT-sonda FAM-CTT GCA CCA CTT GGT GTG ACG C-BHQ1 
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Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un volumen final de 25 l 

conteniendo 12,5 l de 2x Taqman Fast PCR Master Mix (Applied Biosystems), una 

concentración final de 150 nM para los cebadores y 100 nM para las sondas, y 5 l del 

ADN previamente extraído. Para las qPCR se emplearon termocicladores 7500 Fast Real 

Time (Applied Biosystems), con las siguientes condiciones: 1 ciclo de activación de la 

polimerasa a 94ºC durante 1 min, seguido de 40 ciclos a 94ºC durante 30 segundos para 

la desnaturalización de las hebras de ADN y 60ºC durante 30 segundos para la 

hibridación de los cebadores y sondas y posterior elongación. La adquisición de la señal 

de fluorescencia se realizó durante el paso de hibridación y elongación a 60ºC.  

4. Amplificación y secuenciación de los genes pmpH y ompA 

Una vez detectados los genotipos L, se llevó a cabo la amplificación y secuenciación de 

los genes pmpH y ompA. Para el gen pmpH se realizó la secuenciación de un fragmento 

de 404 pb para confirmar que la clasificación realizada mediante la qPCR basada en la 

deleción permitía diferenciar correctamente los genotipos L del resto de genotipos de 

C. trachomatis. A continuación, se secuenció 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 amplificación y secuenciación de los genes pmpH y ompA.  

Cebador Secuencia (5´-3´) 
Tamaño 

amplicón (pb) 
Temperatura de 
hibridación (ºC) 

pmpH-F AAACCGTGAGTATTTCCGGA 
404 57 

pmpH-R ATATGCCTCCTTCATTGTCTT 

ompA-F1 ATGAAAAAACTCTTGAAATCGG 
1.124 52 

ompA-R1 ACT GTA ACT GCG TAT TTG TCT 

ompA-F2 AACCAAGCCTTATGATCGACGGAAT 
990 58 

ompA-R2 CAATACCGCAAGATTTTCTAGATTTCA 

 

La amplificación los genes pmpH y ompA se realizó mediante PCR convencional en un 

volumen final de 50 l utilizando las siguientes concentraciones finales de los reactivos: 

tampón de reacción (10x), MgCl2 (1,5 mM), dNTPs (0,2mM de dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 

cebadores directo y reverso (0,6mM cada uno) y la enzima AmpliTaq Gold ADN 
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polimerasa (1,5U). Se utilizaron 5 l de ADN molde en todas las PCR. Para la 

amplificación de ompA se realizó 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 amplificación de la primera con los cebadores ompA-F2 y ompA-R2. Para 

ello, se emplearon las siguientes condiciones: 1 ciclo de activación a 94ºC, 12 min, 

seguido de 40 ciclos de 94ºC, 30 segundos, hibridación durante 30 segundos (las 

temperaturas de hibridación para cada PCR se muestran en la Tabla 2), elongación a 

72ºC, 1 min y, por último, una elongación final de 72ºC, 10 minutos.  

Para la visualización de los productos de PCR se llevaron a cabo los siguientes pasos:  

- Preparación del gel de agarosa mediante la disolución de 1 g (para el gen ompA) 

o 1,5 g (para el gen pmpH) de agarosa D-1 Low EEO (Pronadisa) en 100 ml de TBE 

0,5 x, obteniéndose una concentración final del 1% y del 1,5%, respectivamente.  

- Electroforesis en corriente continua: en primer lugar, se mezclaron 5 μl de cada 

producto de PCR junto con la misma cantidad de colorante de carga 6x (Thermo 

Scientific). A continuación, se depositaron los 10 μl en cada uno de los pocillos 

del gel. La separación de los fragmentos se llevó a cabo en una cubeta horizontal 

con tampón TBE 0,5 x a 80-100V durante 30-40 minutos. En cada electroforesis 

se incluyó un estándar de 100 pb (Thermofisher).  

- Visualización de los productos: los geles se sumergieron en una solución de 

GelRed 3x (Biotium, California, Estados Unidos) durante 10 minutos, 

visualizándose posteriormente mediante el uso del transiluminador de luz UV 

ChemiDoc™ XRS (BioRad).  

Los productos de PCR se purificaron mediante purificación enzimática 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 automático 3130 (Applied Biosystems) basado en el método Sanger.  

4.1. Análisis 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 secuenciación, las secuencias se alinearon y editaron 

junto a las secuencias de referencia disponibles en la base de datos pública de GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando el algoritmo ClustalW implementado en el software 

MEGA 7.0 [257]. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.2. Análisis filogenético 

Para la selección del modelo de sustitución nucleotídica se utilizó el software jModelTest 

1.0 [258], seleccionándose dos modelos distintos para pmpH y ompA: HKY (Hasegawa 

Kishino-Yano) para pmpH y GTR+G+I (“General Time Reversible” + distribución gamma 

+ proporción de tasas invariables) para ompA y el combinado ompA-pmpH. 

Posteriormente, se construyeron árboles filogenéticos de máxima verosimilitud 

utilizando el software PhyML 3.0 [259]. Para la detección de posibles eventos de 

recombinación, 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 más 

relacionada, permitiendo establecer nuevas variantes de los genotipos L.  

5. Datos clínicos y epidemiológicos 

Durante el estudio se recogieron los datos clínicos y epidemiológicos de las historias 

clínicas de aquellos pacientes en los que se detectaron los genotipos L. Se recogieron 

varios datos, entre ellos, edad, sexo, nacionalidad, síntomas y signos, estado serológico 

frente al VIH y VHC, ITS previas y concomitantes y tratamiento recibido. Además, se 

recopiló la información relacionada con las prácticas sexuales y el consumo de drogas o 

alcohol.  

6. Análisis estadístico 

Los datos recogidos se analizaron con el programa estadístico STATA 13.0 (StataCorp LP, 

Texas, Estados Unidos). Para determinar la asociación entre cada uno de los genotipos 

y las distintas variables clínicas y epidemiológicas, se utilizó el test Chi-cuadrado de 

Pearson y el test exacto de Fisher, este último cuando la frecuencia esperada era inferior 

a 5. Se consideró estadísticamente significativo cuando p<0,05.

http://www.fluxus-technology.com/
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RESULTADOS 

1. Evolución 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 clínicas 

que rindieron amplificación positiva para C. trachomatis se analizaron para la detección 

de genotipos relacionados con LGV, de las cuales 1.171 (14,1%) fueron identificadas 

como genotipos L. El número de casos detectados se incrementó casi 7 veces durante el 

periodo 2010-2019, pasando de 30 casos en 2010 a 225 casos en 2019. Atendiendo a la 

Figura 27, es posible distinguir dos periodos de tiempo: 2010-2014 y 2015-2019. Durante 

el periodo 2010-2014 se observó un continuo aumento anual en el número de casos; sin 

embargo, el incremento porcentual en número de detecciones de cada año respecto al 

año previo fue progresivamente disminuyendo (80%, 40,7%, 19,7% y 9,9% en 2011, 

2012, 2013 y 2014, respectivamente). De hecho, en 2015, se observó un descenso 

significativo en el número de casos diagnosticados respecto al año 2014 (73 frente a 100 

casos). A partir de ese momento, en el periodo 2015-2019, el número de casos volvió a 

aumentar. La acumulación de nuevos diagnósticos en este período fue mayor que en el 

periodo anterior, de modo que la pendiente de la curva durante este segundo periodo 

casi dobló a la del primero. El año de mayor aceleración de la epidemia se observó en 

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

76 casos). 

 

Figura 27. Evolución de los nuevos diagnósticos de LGV en el CS Sandoval durante el periodo 2010-

2019. Se representa la ecuación de la recta para cada uno de los periodos (2010-2014 y 2015-2019).  
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El aumento progresivo en el número de casos detectados podría ser consecuencia del 

aumento en el número de muestras cribadas, ya que este número también aumentó 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 número de muestras cribadas, el porcentaje de 

muestras positivas para C. trachomatis fue prácticamente 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 ocurrió lo mismo con la 

proporción de genotipos L respecto al total de muestras positivas para C. trachomatis, 

que se vio incrementada en 2,28 veces, siendo mayor durante el periodo 2015-2019 que 

durante el periodo 2010-2014 (16,1% y 10,0%, respectivamente, p<0,00001) (Figura 28). 

Asimismo, el porcentaje global de genotipos L respecto al total de muestras analizadas 

aumentó del 0,57% al 1,61%. 

 

Figura 28. Evolución del número de muestras analizadas y proporción de casos de infección 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 está calculado sobre el total de muestras positivas para C. trachomatis.  

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

Como consecuencia del incremento observado en el número de casos en el CS Sandoval, 

centro que, tal y como se describe en el apartado de Material y métodos, atiende a una 

población mayoritariamente HSH, a partir de 2017 se incluyeron tres centros adicionales 

que representaban otros contextos sociales y epidemiológicos con el objetivo de 

conocer la circulación 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 años de seguimiento, el número de 

muestras analizadas aumentó 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 

número de casos de LGV detectados aumentó de 6 casos en 2017 a 24 casos en 2019, 

con un incremento del 81,9% en la proporción de genotipos L respecto al total de 

muestras positivas para C. trachomatis, pasando del 1,9% (2017) al 3,6% (2019) (Figura 

29A).  

 

Figura 29. Evolución del número de muestras analizadas y proporción de casos de infección por C. 

trachomatis y de LGV en el resto de centros. A) Centro Montesa y B) Hospital Universitario Ramón y 

Cajal y Hospital Central de la Defensa Gómez Ulla. El porcentaje de C. trachomatis se refiere al 

porcentaje sobre el total de muestras analizadas mientras que el porcentaje de casos de LGV está 

calculado sobre el total de muestras positivas para C. trachomatis. 

En los centros hospitalarios, se observó un incremento en el cribado de C. trachomatis 

a lo 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 observó 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 más o menos constante 

(Figura 29B).  

 

2017 2018 2019 2017 2018 2019
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3. Secuenciación y análisis filogenético de los genes pmpH y ompA 

La clasificación de los genotipos L mediante qPCR se comprobó mediante secuenciación 

del gen pmpH en 599/1.252 (47,8%) muestras seleccionadas de forma aleatoria. Para la 

confirmación se construyó un árbol filogenético de máxima verosimilitud del gen pmpH 

utilizando las secuencias disponibles en la base de datos de GenBank, confirmándose la 

correcta asignación en todas nuestras muestras. 

La amplificación y secuenciación del gen ompA se realizó en 803/1.252 muestras 

(64,1%). Para los análisis filogenéticos se utilizó un fragmento de 919 pb, evitando así 

posibles errores de secuenciación. 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 único cambio aminoacídico (N162S). En cuanto al análisis temporal, 

durante el periodo 2010-2014 la variante L2 fue predominante sobre la variante L2b, 

con prevalencias del 57,4% y 24,6%, respectivamente. Además, la proporción de L2b fue 

disminuyendo cada año hasta incluso no detectarse durante el año 2014, coincidiendo 

con una proporción de L2 del 73,3%. No obstante, la variante L2b reapareció en el año 

2015 y su proporción fue aumentando durante los años sucesivos, hasta el punto de que 

ambas variantes volvieron a detectarse en proporciones similares durante el año 2019 

(42,3% y 42,7%) (Figura 30).  

 

Figura 30. Distribución de las genovariantes de los genotipos L basados en la secuenciación 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 más diversificado. Globalmente, las genovariantes no 

clasificadas ni como L2 ni como L2b representaron el 25,4% (204/803), detectándose 

tres genovariantes mayoritarias. Estas variantes corresponden a L2bV1 (número de 

acceso de GenBank JX971936), L2bV4 (número de acceso de GenBank KU518892) y 

L2bV7 (número de acceso de GenBank LR882815). La primera, L2bV1, que se detectó en 

una proporción del 8,2% (66/803), presenta una mutación no sinónima respecto a L2b 

(L173I). La segunda, L2bV4, que alcanzó una proporción del 3,4% (27/803), presenta dos 

mutaciones no sinónimas respecto a L2b (A91T y H165N); y la tercera, L2bV7, con una 

proporción del 5,6% (45/803), presenta una mutación no sinónima también respecto a 

L2b (N333S). La genovariante L2bV1 se detectó durante el primer periodo de forma 

esporádica, pero a partir de 2015 se detectó en mayor proporción, alcanzando el 26,7% 

y el 18,6% de los casos durante 2015 y 2016, respectivamente. Durante los años 

sucesivos, el número de casos relacionados con esta genovariante disminuyó, 

representando el 3,9% de los casos en el último año. De forma similar, un único caso 

causado por L2bV4 fue detectado en el primer periodo; sin embargo, se detectó de 

forma significativa en 2016 (4,9%), con una proporción similar durante los años 

sucesivos. L2bV7 fue detectada durante el periodo 2015-2018, alcanzando la 

prevalencia máxima en el año 2018, con un 14,5% de los casos. Sin embargo, en 2019 

no se detectó ningún caso asociado a esta genovariante.  

Asumiendo frecuencia de detección con frecuencia de transmisión, durante el periodo 

2010-2014, se identificaron dos principales nodos de transmisión, 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 transmisión (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 aminoacídicas 

derivadas de L2b y L2, respectivamente. En cuanto a las mutaciones detectadas, un total 

de 22 posiciones aminoacídicas estaban implicadas en cambios no sinónimos, de los 

cuales 12 (54,5%) se encontraron en los dominios variables I a IV, dominios expuestos a 

la superficie implicados en la adhesión y la respuesta inmune. Además, 3/73 variantes 

derivaron de L1, y 4/73 correspondieron a variantes ompA no relacionadas con los 

genotipos L (2 D, 1 J y 1 K), aunque la secuenciación del gen pmpH permitió 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 

únicamente durante el segundo periodo.  

Además, se detectaron cuatro infecciones mixtas: dos entre las variantes L2 y L2b 

durante los años 2013 y 2017, y otras dos entre L2 y L2bV1 durante los años 2016 y 

2017.  

 

Figura 31. Diagrama de redes de las secuencias aminoacídicas de las genovariantes de LGV obtenidas 

en Madrid durante el periodo 2010-2019. A) Periodo 2010-2014 y B) Periodo 2015-2019. Los cambios 

aminoacídicos 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. *Número de mutaciones no sinónimas.   
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4. Patrones clínicos y epidemiológicos asociados a cada variante 

Se revisaron un total de 428 de las 730 historias clínicas correspondientes a los pacientes 

infectados con una de las cinco genovariantes más prevalentes, aunque no siempre fue 

posible disponer de todos los datos clínicos y epidemiológicos. Las principales 

características clínicas y epidemiológicas por genovariante se muestran en la Tabla 3. 

Globalmente, la mediana de edad fue de 34 años, con un rango intercuartílico entre 29 

y 41 años. La mayoría eran HSH (308/316; 97,5%), seguido de población 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 mayoría de ellos HSH (28/29). Antes de la inclusión 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 disminuyó ligeramente, siendo 

del 97,1%.  

La mayoría de los pacientes eran de España (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 proporción de pacientes 

procedentes de países 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 estadísticamente 

significativo (Figura 32).  

 

Figura 32. Patrones clínicos y epidemiológicos 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 mayoría 

de ellos con una infección bien controlada y una carga viral indetectable (134/181; 74%). 

La infección por VIH fue más 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). Además, 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 según la presencia de síntomas y signos en asintomáticos, 

moderadamente sintomáticos y severamente sintomáticos. La proporción de síntomas 

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. Características clínicas y epidemiológicas de los pacientes infectados por alguna de las genovariantes mayoritarias. 

 
L2 (%) L2b (%) L2bV1 (%) L2bV4 (%) L2bV7 (%) P value 

Síntomas/signos 
Dolor 
Secreción purulenta 
Hemorragia 
Edema 
Úlcera 
Ninguno 

N = 146 N = 98 N = 42 N = 26 N=28  
0.255 
0.233 
0.429 
0.409 
0.573 
0.225 

45.2 
34.2 
35.6 
31.5 
7.5 

25.3 

55,1 
51 

32,7 
36,7 
6,1 

15,3 

50.0 
21.4 
30.9 
42.9 
11.3 
23.8 

46.2 
19.2 
23.1 
34.6 
11.5 
15.4 

46,4 
32,1 
39,3 
39,3 
10,7 
17,9 

Estatus serológico frente al VIH 

Positivo 

N = 144 N = 103 N = 44 N = 26 N=33  

0.001 75 60,2 84.1 46.2 66,7 

Estatus serológicos frente al VHC 

Positivo 

N = 97 N = 87 N = 36 N = 26 N=30  

0.273 21.6 12.6 13.9 7.7 13,3 

 

ITS concomitantes 

Sífilis 

N. gonorrhoeae 

C. trachomatis 

LGV 

Otros (VPH, VHS-2) 

N = 101 N = 91 N = 40 N = 25 N=27  

0.911 

0.852 

0.996 

0.600 

NA 

0.017 

45.5 

16.8 

29.7 

5.9 

NA 

0.9 

48,4 

16,5 

29,7 

1,1 

NA 

8,8 

40 

15 

30 

0 

NA 

0 

48 

12 

32 

8 

NA 

8 

37 

0 

29,3 

3,7 

NA 

7,4 

 

ITS previas 

Sífilis 

N. gonorrhoeae 

C. trachomatis 

LGV 

Otros (VPH, VHS-2) 

N = 81 N = 85 N = 26 N = 25 N=23  

0.114 

0.292 

0.003 

0.376 

0.499 

0.462 

83.9 

66.7 

45.7 

24.7 

13.6 

24.7 

87,1 

61,2 

45,9 

18,8 

8,2 

22,4 

73.1 

53.8 

38.5 

19.2 

3.8 

15.4 

96 

48 

84 

36 

12 

20 

91,3 

78,3 

47,8 

26,1 

0 

8,7 

Procedencia 

España 

Latinoamérica 

Europa 

Otros 

N = 194 N = 113 N = 51 N = 26 N=31  

0.175 

0.409 

0.394 

0.474 

57.7 

35.1 

5.7 

1.5 

64,6 

29,2 

3,5 

2,7 

68.6 

25.5 

5.9 

0 

46.2 

42.3 

7.7 

3.8 

61,3 

38,7 

0 

0 

Uso de drogas 
N = 76 N = 79 N = 26 N = 26 N=22  

0.179 50.0 64.6 61.5 61.5 72,8 
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DISCUSIÓN 

En este capítulo se caracteriza la evolución de los casos de LGV en Madrid durante un 

periodo de 10 años, desde 2010 hasta 2019. Este estudio constituye una de las series 

más largas, pues incluye más de 1.000 casos de LGV diagnosticados y más de 800 

muestras secuenciadas en una misma ciudad. El estudio comenzó en 2010 en el CS 

Sandoval, uno de los principales centros de ITS de Madrid que atiende 

fundamentalmente población HSH. Sin embargo, el aumento en el número de casos 

observado en el año 2016 hizo que a partir de 2017 se incluyeran tres centros más, con 

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

En los dos centros de ITS, el número de casos de LGV aumentó durante el periodo de 

estudio al mismo tiempo que aumentó el cribado de C. trachomatis. Sin embargo, la 

proporción de LGV respecto a las muestras positivas para C. trachomatis también 

aumentó 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 número de casos podría 

no estar relacionado exclusivamente con una mejora en el cribado. Por otro lado, en los 

centros hospitalarios el cribado de C. trachomatis también aumentó a lo largo del 

periodo de estudio, pero la relación entre los casos de LGV y los de C. trachomatis se 

mantuvo más o menos constante (cambio de 1,05 veces), lo que sugiere que un 

aumento en el número de casos podría estar más relacionado con un incremento en el 

cribado de C. trachomatis que con una difusión del LGV al tipo de población atendida en 

estos centros.  

Por lo tanto, el aumento global observado en el número de casos de LGV podría estar 

más relacionado con una mayor circulación del agente infeccioso entre las poblaciones 

más vulnerables que acuden a los centros de ITS, especialmente entre la población HSH, 

observándose una lenta propagación hacia otras poblaciones con alto riesgo de 

exposición a ITS. En nuestro análisis, el 99,4% de los casos estuvieron asociados a 

población HSH o bisexual. Esto es concordante con lo observado en el último informe 

epidemiológico europeo, donde el 99,1% de los casos observados en el año 2019 

estaban asociados a HSH, detectándose sólo 10 casos en mujeres [58]. Sin embargo, en 

el periodo 2017-2019, el porcentaje de HSH en nuestro estudio bajó al 97,1%, algo 

inferior al dato del ECDC, lo que podría representar un cambio de tendencia o una 

particularidad de España. 

El análisis temporal en el único centro en el que se realizó el seguimiento durante todo 

el periodo de estudio reveló que mientras en el periodo 2010-2014 se observaba una 
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progresiva desaceleración de los casos detectados coincidiendo con una pérdida de 

diversidad de genovariantes, en el periodo 2015-2019 se observó una nueva aceleración 

en el número 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 

número de muestras para cribado fue aumentando año tras año. Este hallazgo sugiere 

un posible cambio epidemiológico, al que varios factores podrían haber contribuido. 

Uno de esos posibles factores son los flujos migratorios. Según el Instituto Nacional de 

Estadística, el porcentaje de población inmigrante en Madrid oscila entre el 12,2% y el 

16,7% [261]; sin embargo, en nuestro estudio la población inmigrante representa el 

40,5%, revelando la vulnerabilidad de este grupo de población. Atendiendo al origen de 

la población inmigrante, la procedente de Sudamérica representa el 4,1% de la 

población 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 población de 

Madrid, y un 4,2% en nuestra serie. Para el resto de las nacionalidades, mientras que en 

la población total representan un 4,3%, en nuestra serie es el 2,1%. La 

sobrerrepresentación de diagnósticos de LGV en población procedente de Sudamérica 

indican el posible impacto de la población migrada de Sudamérica en la epidemia de 

LGV en Madrid. En el periodo 2010-2015, el balance migratorio en España (inmigración-

emigración) fue negativo, mientras que a partir de 2016 ese balance fue positivo [262]. 

Durante el primer periodo, la mayor reducción de la población inmigrante residente en 

España se observó 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 

observó un progresivo balance positivo, siendo la población de Sudamérica la principal 

contribuyente a ese cambio de tendencia [264]. Si comparamos la población procedente 

de Sudamérica en nuestra serie, ésta aumentó ligeramente, del 29% en el primer 

periodo, al 34% en el segundo periodo.  

A pesar de los datos, nuestra opinión 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 propagación podría 

haberse visto afectada por el uso de aplicaciones móviles de citas, cuyo uso ha 

aumentado significativamente en los últimos años. Por ejemplo, el número de usuarios 

de Tinder aumentó exponencialmente desde 2015 [265] y el número de usuarios de 

Grindr pasó 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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transmisión de las ITS [83]. Además, un porcentaje significativo de usuarios suele usar 

más de una aplicación con este fin, con el consiguiente efecto amplificador.  

En estudios previos realizados en España y en otros países europeos se identificaron sólo 

dos genovariantes mayoritarias, correspondientes a L2 y L2b [228], resultados también 

observados en Países Bajos, origen de la actual epidemia [166]. Sin embargo, en este 

capítulo 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 esporádica en 

otros países 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 únicamente en España [166]. De igual manera, los 

primeros casos de L2bV1 y L2bV4 se describieron también en España [166,228]. 

Asumiendo que un mayor número de transmisiones conlleva un mayor número de 

replicaciones genómicas y mayores probabilidades de generar diversidad, estos 

resultados sugieren una alta tasa de transmisión del LGV en nuestro país. Por otro lado, 

la alta diversificación de las variantes L observada podría contribuir a su vez a mantener 

la situación epidémica, pues aumentan las posibilidades de seleccionar variantes con 

diferente tropismo o estrategias de evasión inmunológica relacionadas con cambios en 

ompA o eventos recombinogénicos a lo largo del genoma. 

Durante el primer periodo se observó una disminución progresiva de la proporción de 

la genovariante L2b, llegando incluso a desaparecer durante el año 2015, momento en 

el cual la proporción de L2 superaba el 70%. Por el contrario, durante el segundo 

periodo, L2b fue aumentando al mismo tiempo que disminuía L2bV1, llegando a 

alcanzar la misma proporción que L2 en el año 2019. Estos cambios epidemiológicos 

podrían estar relacionados con la entrada de nuevas variantes, nuevas cadenas de 

transmisión 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 número de pacientes 

VIH negativos. El Ministerio de Sanidad español, en su informe sobre la monitorización 

del objetivo 90-90-90 establecido por ONUSIDA [269], publicó que en el periodo 2017-

2019 el 87% de los pacientes VIH conocería su diagnóstico, el 97,3% de éstos habría 

iniciado el tratamiento antirretroviral, y el 90,4% de los pacientes en tratamiento 

tendrían carga viral indetectable, mejorando en 5 puntos respecto al año 2013. Además, 

desde el año 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 

años de la epidemia, la mayoría de los pacientes VIH infectados con genotipos L tenían 

carga viral detectable [228]; sin embargo, el 83,4% de los pacientes VIH diagnosticados 

durante los últimos 3 años del nuestro estudio tenían carga viral indetectable. El mejor 

control de la infección por VIH, sumado a la introducción de la PrEP podrían favorecer 

aún más en el futuro un cambio en el patrón epidemiológico del LGV en su asociación 

con el VIH. Así lo confirman varias series temporales internacionales en las que se ha 

observado que la prevalencia de la infección por VIH en pacientes con diagnóstico de 

LGV es cada vez menor, consecuencia probablemente de mejoras en el diagnóstico, el 

tratamiento y la implementación de la PrEP [248].  

Otro hallazgo interesante de este capítulo fue la detección de infecciones mixtas entre 

dos genovariantes L, la identificación de variantes resultantes de eventos de 

recombinación previos, así como la detección de otros genotipos L, como los genotipos 

L1. Estos resultados confirman la facilidad de C. trachomatis para generar nuevas 

variantes por mutación o recombinación pero también posibles nuevas entradas en 

nuestra población [166]. Por tanto, estos datos ponen de manifiesto la necesidad de 

establecer una vigilancia continua que nos permita detectar variantes altamente 

transmisibles y/o más patógenas, así como conocer la dinámica temporal de la 

epidemiología molecular en una determinada región.  

El estudio realizado en este capítulo tiene varias limitaciones. Por un lado, sólo se 

analizaron los genes pmpH y ompA, y aunque éste último es uno de los genes más 

variables de C. trachomatis, nos podría ofrecer una visión epidemiológica limitada. 

Además, la detección del gen ompA asociado al genotipo L2 no implica necesariamente 

que el resto del genoma corresponda a L2 [166]. Otras limitaciones son la desproporción 

en la secuenciación del gen ompA durante el primer y el segundo periodo (35% frente 

al 83%), y los datos clínicos y epidemiológicos, no disponibles en todos los casos.  

En conclusión, este capítulo muestra la evolución temporal de la epidemia de LGV desde 

los primeros años del brote en Madrid, encontrándose una alta tasa de variabilidad, con 

al menos cinco nodos de transmisión. Aunque la epidemia de LGV puede haber estado 

en remisión hasta 2015, las posibles introducciones de nuevas variantes han dado lugar 

a nuevos nodos de transmisión. Estos hallazgos, junto con las redes sexuales altamente 

interconectadas y la alta proporción de casos asintomáticos, hacen que la erradicación 

del LGV sea cada vez más difícil. La combinación de las altas incidencias de LGV, la alta 

diversidad de variantes y la detección precoz de nuevas genovariantes en comparación 
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con otros países de nuestro entorno convierten a España en una de las áreas geográficas 

en las que es más fácil conocer la evolución de la epidemia de LGV. 
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ANTECEDENTES 

1. Emergencia y expansión de un nuevo virus 

En diciembre de 2019, varios hospitales de Wuhan (provincia de Hubei, China) 

notificaron un aumento de casos de neumonía de causa desconocida [271]. Poco 

después, el 8 de enero de 2020, científicos chinos identificaron la primera secuencia 

genómica 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 más tarde, el 11 de febrero de 2020, el Comité Internacional de 

Taxonomía de Virus (ICTV) lo denominó Coronavirus de tipo 2 causante del Síndrome 

Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV-2) [273,274]. Ese mismo día, la OMS denominó a 

la enfermedad COVID-19 [275].  

Los primeros casos descritos en Wuhan estaban epidemiológicamente relacionados con 

el mercado de Huanan. Sin embargo, poco después, aparecieron casos no relacionados 

con el mercado, lo que evidenciaba la posible transmisión persona-persona del nuevo 

virus [276–278]. Tras Wuhan, pronto aparecieron casos en otras ciudades de la provincia 

de Hubei y a finales de enero ya se había extendido a 31 provincias de China [279] (Figura 

33). Para evitar la expansión del virus, el gobierno chino cerró la ciudad de Wuhan y 

limitó la entrada y salida de la provincia de Hubei [280]. Las actividades comerciales y 

sociales se vieron reducidas en todo el país y se promocionaron las medidas de 

prevención personal como el uso de mascarilla y la higiene de manos [281]. Gracias a 

estas medidas, a partir del mes de febrero el número de casos comenzó a disminuir en 

todo el país [282] (Figura 34).  

 

Figura 33. Propagación espaciotemporal del SARS-CoV-2 en China desde el 31 de diciembre de 2019 

hasta el 31 de enero de 2020. En sólo un mes, el nuevo virus se extendió a 31 provincias, afectando 

a más de 1.000 condados. Adaptado de Chinese Center for Disease Control and Prevention, 2020 

[279].  
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Figura 34. Número de casos de infección por SARS-CoV-2 diagnosticados por día 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 continuó su expansión fuera de China y, en consecuencia, 

el 30 de enero de 2020 la OMS declaró al brote una emergencia de salud pública de 

importancia internacional [283] (Figura 35).  

 

Figura 35. Países que habían notificado casos de infección por SARS-CoV-2 hasta el 30 de enero de 

2020, momento en el cual la OMS declaró la emergencia de salud pública internacional. Entre 

paréntesis se indica el número de casos notificados por cada país.  

El 11 de febrero, eran 27 los países que habían notificado algún caso, varios de ellos sin 

ningún nexo epidemiológico con el país 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 número de casos diagnosticados en el continente sumaban un total 
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de 47, detectados en 9 países diferentes [287]. Sin embargo, ese mismo día, Italia 

notificó el primer caso autóctono de un paciente sin historia de viajes ni contactos con 

casos conocidos o probables en la ciudad de Codogno (región de Lombardía) [288]. Este 

hallazgo coincidió simultáneamente con la detección de un brote en Vo’ Euganeo 

(Padua) y la primera muerte por COVID-19 en Italia [289]. Al día siguiente, el 22 de 

febrero, se notificaron más grupos de casos en varios municipios de la región de 

Lombardía y también en las regiones de Veneto y Piedmont, sumándose al día siguiente 

la región de Emilia-Romagna [290]. La situación epidemiológica en Italia ponía de 

manifiesto la transmisión local del virus y alertaba de la posible expansión del virus en 

Europa.  

A partir de ese momento, el número de casos comenzó a aumentar rápidamente, tanto 

en Italia como en el resto del continente. El 11 de marzo de 2020, la OMS declaró 

oficialmente el brote de COVID-19 como pandemia [291]. A 10 de diciembre de 2022, el 

SARS-CoV-2 ha sido responsable de más de 650 millones de infecciones y más de 6,6 

millones de muertes en todo el mundo. 

2. Primer año de pandemia en España y en la Comunidad de Madrid 

Los dos primeros casos de infección por SARS-CoV-2 en España fueron diagnosticados el 

31 de enero y el 9 de febrero en las islas de La Gomera y Mallorca, respectivamente, 

tratándose ambos de casos importados [292]. No fue hasta el 26 de febrero, casi un mes 

después del primer diagnóstico en España, cuando se confirmó el primer caso de 

transmisión comunitaria en el país [293]. A partir de ese momento, el número de casos 

aumentó rápidamente, alcanzándose más de 3.000 casos el 9 de marzo de 2020, día en 

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

Durante el mes de marzo, el número de casos aumentó exponencialmente, alcanzando 

el pico máximo el 20 de marzo, con más de 10.000 casos en un solo día [296]. En cuanto 

a la distribución de casos en función de la gravedad de la enfermedad, el mayor número 

de ingresos hospitalarios o en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) fue alrededor 

del 24 de marzo [297]. Tras el pico alcanzado durante las últimas semanas de marzo, el 

número de casos fue descendiendo y la primera ola se dio por finalizada el 10 de mayo 

de 2020. Hasta ese momento, el número total de casos confirmados por PCR eran 

224.390 y los fallecimientos alcanzaban la cifra de 26.621 [298,299], lo que representaba 

un 11,9% de los diagnósticos.  

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

de forma casi consecutiva, dos olas más. 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 características 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 diagnóstico, 

que permitió una detección más 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 número 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 diagnóstica fue significativamente inferior a la de las olas 

sucesivas y, además, el diagnóstico microbiológico se priorizó para los casos más graves 

y los trabajadores esenciales, por lo que la mayoría de los casos leves o asintomáticos 

no fueron confirmados. Tras el primer año de pandemia, el número total de casos 

ascendía a 3.153.971 y los fallecidos alcanzaban la cifra de 67.636 [301].  

 
Figura 36. Número de casos y número de fallecimientos diarios por SARS-CoV-2 en España durante 

el primer año 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 constituyó el epicentro de la pandemia en España, 

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 

rápido crecimiento en el número de casos desde principios de marzo llevó a colapsar los 

hospitales de la Comunidad, especialmente las UCI. Además, el elevado número de 

casos obligó a la apertura de nuevas camas en todos los hospitales y se habilitó un 

https://cnecovid.isciii.es/
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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 número total de casos confirmados de 63.401, 235.831 y 

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 

población actual de la Comunidad de Madrid es de 6,6 millones, el número de 

infecciones podría haber sido superior a 700.000, lo que es más de 10 veces el número 

de casos notificados durante la primera ola y casi 3 veces más el número 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% y el 

15,7%, respectivamente.  

 
Figura 37. Número de casos de SARS-CoV-2 diagnosticados en España y en la Comunidad de Madrid 

durante la primera ola (1-marzo-2020 a 10-mayo-2020). Fuente: https://cnecovid.isciii.es.  

Globalmente, la Comunidad de Madrid registró un exceso de mortalidad del 51,9% 

durante el primer año de pandemia, llegando a alcanzar el 195,2% durante la primera 

ola [304] . El exceso de mortalidad en España durante ese mismo periodo fue del 67,1%. 

Además, el número 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]. 

https://cnecovid.isciii.es/
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2.1. Medidas adoptadas 

Como consecuencia de la propagación del SARS-CoV-2, las autoridades sanitarias de 

cada país pusieron en marcha varias medidas con el fin de limitar la expansión del virus 

[306]. Aunque hubo diversidad en las medidas adoptadas, la mayoría de ellas tenían 

como objetivo principal disminuir el número de contactos sociales y reducir así las 

probabilidades de transmisión del virus. En España, las primeras medidas con impacto 

en la población fueron implementadas el 9 de marzo de 2020 en Madrid y en las 

ciudades de Vitoria y Labastida en el País Vasco [295]. Éstas consistieron en el cierre de 

colegios y universidades, así como en la promoción del trabajo desde casa y la limitación 

de aforo en ciertos eventos. Hasta ese momento, sólo se habían aplicado medidas 

menores, basadas fundamentalmente en recomendaciones y distribución de 

información a la población, especialmente entre los viajeros [302]. 

Sin embargo, el avance del nuevo virus llevó a la implementación de medidas más 

restrictivas, y el 14 de marzo de 2020, se declaró el estado de alarma y se instauró el 

confinamiento en todo el territorio español, con una duración inicial estimada de 2 

semanas. Sin embargo, éste se prolongó durante 98 días más, hasta el 21 de junio. 

Durante este periodo se establecieron importantes medidas restrictivas tanto en el 

ámbito social como económico: cierre de establecimientos comerciales (a excepción de 

tiendas de alimentación y otros artículos de primera necesidad), locales de ocio y de 

hostelería, colegios, etc. Además, la libertad de movimiento quedó limitada en todo el 

territorio, permitiéndose solamente circular para la adquisición 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 estableció una serie de principios para tener en cuenta a 

la hora de plantear la relajación de las medidas aplicadas y, en base a ello, el Gobierno 

Nacional estableció un Plan de desescalada por fases a partir del 28 de abril, 

caracterizado por un incremento progresivo en las actividades socioeconómicas y la 

movilidad de la población [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, adaptándose al contexto local de cada Comunidad Autónoma (CA) en 

función de criterios de salud pública, económicos, sociales y de movilidad [308] (Figura 

38). Durante el proceso, que duró un total de 8 semanas, la situación epidemiológica 

mejoró considerablemente, pasando de una incidencia acumulada de 86,3 al inicio de la 

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 más lentamente avanzó hacia la nueva normalidad. 

 

Figura 38. Situación semanal de cada territorio durante la fase de desescalada en España. 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 población 

El confinamiento fue una de las medidas más utilizadas por todos los países del mundo 

para evitar la propagación del SARS-CoV-2 [306,311]. Éste ha demostrado ser una de las 

intervenciones más eficaces en la reducción del R0 (número de casos secundarios 

respecto al caso índice) [312,313], y el incremento del tiempo de duplicación 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 económico, social y sobre 

la salud de la población.  

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, así como la limitación de 

acceso a los sistemas de protección y apoyo son los factores que se han relacionado con 

este aumento [317,318]. Diversos países como China, Reino Unido, Francia o Estados 

Unidos han notificado un incremento de los casos de violencia de género [319]. En 

España, a pesar de que el número de denuncias por violencia de género descendió un 

https://www.lamoncloa.gob.es/covid-19/Paginas/mapa-fases-desescalada.aspx


CAPÍTULO II. Antecedentes 

 96 

40% desde el inicio del confinamiento [317], el número de llamadas al teléfono de ayuda 

016 se vio incrementado un 10,5% [320].  

Una de las poblaciones probablemente más afectadas haya sido la población anciana, 

ya no sólo 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 

física y mental [321]. Los efectos descritos en esta población están 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 síntomas como la agitación y la apatía, entre otros [322]. Además, 

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 población, especialmente los más jóvenes, donde la falta de contacto 

social, el aburrimiento, la frustración, el miedo al contagio o la incertidumbre son 

factores que han influido en el aumento de casos de depresión y ansiedad durante la 

pandemia [324,325]. De hecho, en una revisión sistemática, las prevalencias de ansiedad 

y depresión en niños 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%. Además, casi en un 80% de los niños con trastornos previos, como 

autismo o trastorno de déficit de atención e hiperactividad (TDAH), los síntomas 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, depresión e insomnio [327,328], cuyas 

prevalencias, aunque variables según 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 síntomas en el personal de 

enfermería fue mayor que otros profesionales sanitarios, probablemente por el mayor 

tiempo de contacto con los pacientes que otras categorías 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 mínimo. A nivel hospitalario, se cancelaron todas las cirugías 

e ingresos programados, las consultas externas no preferentes y las pruebas 

diagnósticas no urgentes, generando un descenso de las hospitalizaciones por causas 

distintas a la infección por SARS-CoV-2 [331–333]. En el informe sobre el impacto de 
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COVID-19 en las personas con enfermedad crónica, se pudo constatar que el 69% de las 

consultas fueron aplazadas por decisiones de los profesionales [334]. En los Servicios de 

Urgencias, hubo una reducción en las consultas de todas las categorías diagnósticas 

[335], especialmente dermatológicas, genitourinarias, oftalmológicas y neurológicas 

[336]. En el caso de las emergencias cardiovasculares, varios estudios observaron un 

descenso en el número de ingresos debido a estas causas durante las primeras semanas 

de la pandemia [333,337]; sin embargo, estas patologías llevaron asociadas una mayor 

mortalidad [338]. Los casos de apendicitis también descendieron durante la pandemia; 

no obstante, se notificó un aumento del tiempo desde el inicio de síntomas hasta el 

diagnóstico, un mayor número 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 así para los casos de ictus 

isquémico grave y hemorragias subaracnoideas [342]. Todos estos datos podrían estar 

relacionados con el temor de los pacientes a adquirir la infección en los centros 

hospitalarios [334]. Además, las recomendaciones por parte de las autoridades 

sanitarias de permanecer en casa para evitar la propagación del virus podrían haber 

favorecido el retraso en la búsqueda de la atención médica [338]. Esto quedó constatado 

en el informe sobre el impacto de COVID-19 en las personas con enfermedad crónica, 

pues el 10% de los encuestados decidió aplazar sus consultas y el 22,8% decidió, aun 

presentando sintomatología, no acudir a los centros hospitalarios por miedo al contagio 

[334]. En Atención Primaria, las consultas no urgentes eran atendidas por teléfono y se 

priorizó la atención domiciliaria. Los centros de especialidades también cancelaron 

todas las consultas no urgentes y se dirigió la actividad hacia la atención y diagnóstico 

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 número 

de derivaciones desde Atención Primaria, supuso un descenso en los nuevos 

diagnósticos [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 

diagnósticas de VIH y hepatitis virales durante el primer año 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 número de nuevos diagnósticos también se vio reducido en el año 2020 

respecto al año 2019 [348]. Los informes realizados por el CDC y ECDC sobre el impacto 

de COVID-19 en los sistemas de notificación de VIH y hepatitis virales indicaron 

descensos significativos en los nuevos diagnósticos (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 notificación de casos fueron más 

drásticos 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].  

 

 

Figura 39. Impacto de la pandemia por COVID-19 en la notificación de nuevos diagnósticos de VIH. 

A) Estados Unidos, donde se observa un descenso del 17% respecto al año 2020 [349] . B) Europa, 

donde el descenso fue del 20% respecto al año 2020 [350]. 

Sin embargo, los diagnósticos tardíos de VIH, determinados por los niveles de CD4 

inferiores a 350 células/mm3 [355], aumentaron en un 25% [347], al igual que el número 

de hospitalizaciones por condiciones definitorias de SIDA, como neumonía por 

Pneumocystis jirovecci [348]. En la región europea, el diagnóstico tardío de la infección 

por VIH aumentó del 49,7% al 51%. En el caso de la hepatitis C, modelos matemáticos 

han pronosticado que esta situación podría llevar a la pérdida de más de 900.000 nuevos 

diagnósticos, así como a un exceso de mortalidad de más de 70.000 casos durante la 

próxima década [356], lo que podría poner en riesgo el alcance de los objetivos de 

eliminación en el año 2030 propuestos por la OMS [357,358]. 
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Figura 40. Impacto de la pandemia por COVID-19 en la notificación de nuevos casos de las hepatitis 

virales en Europa durante 2020 respecto a los años previos [351–353]. En el caso de VHA es más 

difícil 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, centrándose 

exclusivamente en la vacunación. Un estudio realizado en Madrid analizó el descenso 

de nuevos diagnósticos de genotipos de VPH de alto riesgo durante las primeras seis 

olas pandémicas. El descenso más significativo se observó durante la primera ola, 

describiéndose una reducción de hasta el 76% en el número de peticiones [347]. Aunque 

el descenso fue menor en las sucesivas olas, éste fue acompañado por una reducción en 

la detección de genotipos de alto riesgo [347], con el consiguiente retraso diagnóstico 

(Figura 41).  

 

Figura 41. Impacto de la pandemia por COVID-19 en el número de solicitudes y nuevos diagnósticos 

para VPH. Los círculos azules se corresponden a los pacientes con genotipos de alto riesgo. Adaptado 

de Romero-Hernández y cols. [347]. 
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La interrupción del acceso a los centros hospitalarios potencialmente también podría 

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 notificó un 

descenso en el acceso al tratamiento antirretroviral respecto a los años previos, aunque 

sí hubo un aumento significativo en el envío de la medicación para el VIH a través de 

correo postal [360] y hasta un 50% de los pacientes tuvo dificultades para acceder al 

tratamiento [361]. En España, las pruebas diagnósticas 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 notificación de las ITS son escasos. 

Recientemente, el CDC ha publicado los resultados preliminares en Estados Unidos 

[362], no disponiendo aún 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 cuantificación respecto al 2019 puede observarse en la Figura 42B. El 

descenso más significativo y prolongado en el tiempo se observó 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 asintomáticos de la infección por C. trachomatis.  

 

Figura 42. Impacto de la pandemia por COVID-19 en la vigilancia de las principales ITS en Estados 

Unidos. A) Evolución temporal de las tasas o porcentajes de las infecciones causadas por C. 

trachomatis, N. gonorrhoeae y T. pallidum. El rectángulo 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 

notificación. Adaptado de Pagaoa y cols., 2021 [362]. 
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3.4. Impacto en las prácticas sexuales 

Durante el confinamiento más 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 prácticas habituales de la población se vieron afectadas [324], 

incluyendo las prácticas sexuales. Varios estudios, la mayoría de ellos basados en 

cuestionarios on-line, han evaluado cómo las medidas de distanciamiento social han 

influido en el comportamiento sexual de la población. En el caso de España, hasta un 

75% de la población ha visto alterada su vida sexual de algún modo durante la pandemia 

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

La mayoría de los estudios revelaron un descenso en la actividad sexual más que un 

aumento, sobre todo en personas con parejas no estables [363–365]; en aquellas 

ocasiones en las que se comunicó un aumento, se observó fundamentalmente en 

mujeres y en población que vivía en pareja durante el confinamiento, aunque 

acompañado en la mayoría 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 

observó 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]. Además, en un 

estudio realizado en Reino Unido, hasta el 62,6% de los HSH encuestados comunicaron 

haber tenido sexo físico durante el confinamiento a pesar de las restricciones, más de la 

mitad con una o más parejas nuevas [370]. 

En cuanto a las prácticas sexuales, un 23% y un 30% de los encuestados comunicaron un 

aumento del consumo de pornografía y de la masturbación durante la pandemia, 

respectivamente [363]. Por ejemplo, en el estudio de Ballester-Arnal y cols. la 

masturbación diaria aumentó 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 

mayoría de los estudios no comunicaron diferencias en su uso antes y durante el 

confinamiento [368,369,372], aunque en algunas ocasiones sí se observó un aumento 

[373] o un descenso [363]. Lo mismo ocurre con el consumo de alcohol o drogas durante 

las relaciones sexuales, observándose 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. reveló 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 observó 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 más frecuentes para realizar dichos cambios fue el 

descenso en el número de relaciones y parejas sexuales.  

El uso de aplicaciones móviles de citas también se vio afectado por la pandemia, aunque 

con resultados diversos. En un estudio realizado en Australia, el uso de aplicaciones 

móviles disminuyó durante el confinamiento, pasando del 42,1% en el 2019 al 27,3% 

durante la pandemia. Sin embargo, hubo diferencias en cuanto a la motivación para su 

uso; su utilización para chatear o para la práctica 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 notificó un incremento del 27% en el uso de aplicaciones 

móviles de citas como Tinder, OkCupid o PlentyOfFish, así como un aumento del 30% en 

su tiempo de uso respecto a los meses previos, aunque ese aumento fue más sustancial 

para hablar o para la práctica de sexo virtual [371,374]. Sin embargo, en el caso de la 

población HSH, el estudio de Sánchez y cols. [368] desveló que, aunque el uso de 

aplicaciones para citas en persona disminuyó más que aumentó, 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 prácticas sexuales de la población. En consecuencia, los cambios en los 

hábitos sexuales podrían tener a su vez un impacto en las ITS [375]. El descenso en la 

frecuencia y el número de parejas sexuales durante el confinamiento podría tener como 

efecto inmediato una disminución en la transmisión del VIH y otras ITS. Sin embargo, el 

acceso a las pruebas para el diagnóstico 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 podría tener como resultado un aumento en la incidencia de las 

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

La pandemia por COVID-19 ha tenido un importante impacto en los programas de 

vigilancia de enfermedades crónicas y agudas, tanto infecciosas como no infecciosas, así 

como en los comportamientos sociales de la población. Las ITS constituyen uno de los 

principales problemas de salud pública, con incrementos significativos durante los 

últimos años a nivel local, nacional e internacional. Hoy en día, no sabemos cómo la 

pandemia por COVID-19 podría afectar a la incidencia de nuevos casos de infección por 

los genotipos L de C. trachomatis.  

Los objetivos de este capítulo fueron:  

1. Evaluar el impacto del confinamiento en España y las medidas instauradas en el 

diagnóstico de nuevos casos de LGV durante el primer año tras el inicio de la 

pandemia por COVID-19.  

2. Comparar el número de diagnósticos de LGV durante las tres primeras olas de la 

pandemia por COVID-19 con el mismo periodo del año previo.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Centros participantes y periodo de estudio 

El estudio se realizó en el CS Sandoval, situado en la CAM, cuyas principales 

características se detallan en el Capítulo I. Es importante destacar que desde enero de 

2020 el CS Sandoval fue autorizado para la prescripción de la PrEP para la prevención de 

la infección por VIH. 

Durante la primera ola y el confinamiento la actividad habitual del CS Sandoval se vio 

interrumpida, y sólo eran atendidos aquellos pacientes que acudían por algún motivo 

de urgencia. Además, el centro se dedicó también al diagnóstico de la infección por 

SARS-CoV-2, por lo que muchos de sus recursos materiales y personales se utilizaron 

para cubrir las necesidades que la situación de excepción requería. La actividad normal 

del centro se fue recuperando poco a poco tras el fin del confinamiento y durante la fase 

de desescalada, alcanzándose en octubre de 2020 los niveles de actividad previos a la 

pandemia.  

El estudio se realizó durante el primer año 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 año previo, desde marzo de 

2019 hasta febrero de 2020.  

2. Diagnóstico microbiológico de C. trachomatis y detección de genotipos L 

El diagnóstico inicial de la infección por C. trachomatis se realizó en el CS Sandoval 

mediante técnicas comerciales de amplificación de ácidos nucleicos. El sistema 

empleado fue Abbott RealTime CT/NG (Abbott Molecular, Des Plaines, IL, USA) (Ver 

descripción de la técnica en el Capítulo I).  

Todas las muestras con resultado positivo para C. trachomatis en el cribado inicial 

fueron enviadas, en las condiciones adecuadas, al Servicio de Microbiología del Hospital 

Universitario Ramón y Cajal. Allí se llevó a cabo una nueva extracción de los ácidos 

nucleicos mediante el sistema Nuclisens EasyMag (bioMérieux, Inc, Durham, NC, USA), 

de igual forma a lo descrito en el Capítulo I. La detección de los genotipos asociados a 

LGV (genotipos L1, L2 y L3) se realizó mediante una qPCR basada en la deleción de 36 

pb del gen pmpH. Además, en todas las muestras se confirmó la presencia de C. 

trachomatis mediante la amplificación 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 Capítulo I (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 mayoría de los casos fueron detectados en HSH (281/284; 98,9%) y la asociación con 

VIH fue detectada en 145/284 pacientes, lo que representa el 51,1%. Durante el mismo 

periodo del año 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 mayoría 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 faríngeos (1/252; 0,4%). 

En la Figura 43 se muestra la evolución del número de casos de LGV diagnosticados 

durante el periodo de estudio. Durante la primera ola, que coincidió con el 

confinamiento más estricto, el número de casos de LGV descendió drásticamente 

respecto a los meses previos, pasando de 24,5 a 9,7 casos al mes. La proporción 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 

proporción de casos de LGV respecto a los de C. trachomatis alcanzó el 30% (84/280), 

alcanzando una media de 28 casos al mes durante los meses de junio, julio y agosto. 

 

Figura 43. Evolución de los casos de linfogranuloma venéreo detectados durante el primer año de la 

pandemia por COVID-19 en Madrid (marzo-2020 a febrero-2021).  



CAPÍTULO II. Resultados 

108 

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 número 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 evaluó debido a que ambas olas prácticamente se 

sucedieron en el tiempo, con apenas un mes de diferencia. Además, coincide con un 

mes con pocos días laborables, por lo que las cifras podrías verse alteradas. Durante la 

tercera ola se detectó un importante aumento en el número de casos de LGV 

diagnosticados, con una media de 38,5 casos al mes y alcanzando 46 nuevos 

diagnósticos en febrero. Durante este mes se alcanzó el número más alto de casos de 

LGV durante el trascurso de la pandemia. Además, el porcentaje de casos respecto a las 

muestras positivas para C. trachomatis también alcanzó el valor más alto de la pandemia 

durante este mes, del 32,9% (46/140).  

 

Figura 44. Porcentajes mensuales de los casos de linfogranuloma venéreo respecto al total de 

muestras positivas para C. trachomatis por año (marzo-2019 a febrero-2021).  

De manera global, si comparamos los primeros meses del año 2020, justo antes del inicio 

de la pandemia, con los primeros meses de 2021, la media de casos se incrementó de 

24,5 a 38,5 casos al mes. Asimismo, también se observó un aumento significativo en el 

porcentaje de casos de LGV respecto a C. trachomatis, evolucionando del 13,1% al 28,4% 

(p<0,00001). Además, esa proporción desde el fin del confinamiento fue siempre 

superior a la del año previo (Figura 44). 
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DISCUSIÓN 

En este capítulo analizamos cómo la pandemia por COVID-19 y las medidas de 

distanciamiento social aplicadas durante la misma afectaron a los nuevos diagnósticos 

de LGV. El descenso en el número de casos de LGV durante el confinamiento es 

coincidente con el observado para otras patologías [377]. Esto puede deberse a una 

combinación de diferentes factores. Por un lado, las medidas de distanciamiento social 

aplicadas durante la primera ola, así como las diversas recomendaciones relacionadas 

con el comportamiento sexual [378], podrían haber influido en el aparente cambio 

epidemiológico. Sin embargo, también hay que tener en cuenta que las autoridades 

sanitarias tomaron la decisión de reducir al mínimo las actividades sanitarias no 

dedicadas al COVID-19, como la actividad presencial en los centros de atención primaria 

y las clínicas especializadas en ITS [379], lo cual supuso un descenso en el número de 

consultas [376] y en el número de pruebas de laboratorio [380], y, por tanto, en el 

número de diagnósticos. Por ejemplo, en el estudio de Stephenson y cols. [369], hasta 

un tercio de la población encuestada comunicó la imposibilidad de realizarse una prueba 

diagnóstica de VIH o de otras ITS, hecho de especial importancia en el caso de 

poblaciones vulnerables [381]. Como consecuencia, probablemente sólo los pacientes 

con sintomatología más grave pudieron acudir a los centros sanitarios. En el estudio de 

Chow y cols. se observó un descenso en el número global de consultas, pero el número 

de consultas relacionadas con eventos más graves, como enfermedad pélvica 

inflamatoria, fue similar al periodo previo al confinamiento [376]. Esta situación podría 

proporcionar más oportunidades para la transmisión de las ITS, incluida la infección 

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

El descenso observado en el número de diagnósticos de LGV se ajusta con lo observado 

para otras ITS. En nuestro centro se observó un descenso global en el número de 

diagnósticos para todas las ITS entre marzo y junio de 2020 respecto al mismo periodo 

del año 2019. Este descenso se situó entre el 33,9% (proctitis por C. trachomatis) y el 

81,1% (sífilis) [382]. Para los nuevos casos de LGV el descenso fue del 58,5%. En 

Cataluña, el número de ITS diagnosticadas durante el confinamiento fue un 51% menor 

al esperado, siendo ese descenso mayor para C. trachomatis (71%) y menor para la sífilis 

(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 número de casos de LGV 

como su proporción respecto a las muestras positivas para C. trachomatis se vieron 

incrementados. La relajación de las medidas de distanciamiento (fase de desescalada) y 

la reanudación de los contactos sociales junto con la reapertura de los centros de 

diagnóstico de ITS explicaría en parte el aumento observado. También hay que tener en 

cuenta que, a pesar de que la mayoría de los estudios notificaron un descenso tanto en 

el número de parejas sexuales [367] como en la frecuencia de las relaciones sexuales 

[364] durante el confinamiento más 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. Además, aunque los resultados son variables en cuanto al uso de 

aplicaciones móviles, también es destacable que en población HSH, una de las 

poblaciones más vulnerables, un 44,9% no modificó su uso para citas en persona a pesar 

de las restricciones [368], lo que ha podido también tener impacto en la transmisión del 

LGV durante el confinamiento.  

La actividad clínica 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 países europeos [384]. En el caso de la Comunidad de Madrid se 

estableció un plan de confinamiento selectivo, y, aunque existían medidas para 

restringir los contactos sociales, las reuniones de hasta 10 personas (6 en zonas básicas 

de salud confinadas) estuvieron siempre permitidas durante las sucesivas olas, lo que 

podría explicar que la incidencia de LGV se mantuviera alta.  

La proporción 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 número de casos fue menor (29 frente a 49), los pacientes 

infectados por genotipos L suelen tener más sintomatología que los pacientes 

infectados por genotipos no L [385], y, por tanto, fueron los únicos pacientes que 

acudieron a los centros para su diagnóstico durante el confinamiento más estricto.  

Además, durante este periodo los pacientes podrían haber pospuesto la visita a los 

centros médicos, lo que podría haber provocado síntomas más graves y complicaciones 

adicionales en ausencia de tratamiento [386,387]. Sin embargo, a pesar de que la 

actividad se recuperó casi por completo poco tiempo después de la primera ola, la 
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proporción siguió aumentando, siendo siempre superior al mismo mes del año previo, 

lo que evidencia la continua propagación durante el periodo de estudio. Además, es 

importante señalar los niveles preocupantes alcanzados al final de la tercera ola, con 

más de 40 nuevos diagnósticos y una proporción 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. Así, en el periodo entre las dos primeras olas la capacidad diagnóstica se fue 

recuperando poco a poco; sin embargo, en la segunda ola, aun con medidas más 

relajadas, se observa un descenso en el número de muestras analizadas y nuevos 

diagnósticos de LGV. Por el contrario, esta situación no se observa en la tercera ola, 

cuando la vacuna contra COVID-19 empieza a administrarse a la población, lo que podría 

generar cierto optimismo y un menor temor a la infección.  

Hay que tener en cuenta que, además del impacto de la pandemia, desde finales de 

2019 el CS Sandoval fue autorizado para la prescripción de la PrEP para la prevención 

del VIH, lo que pudo impactar en los diagnósticos 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 años 

previos, el máximo cociente LGV/C. trachomatis alcanzó el 19,2% en el 2016, mientras 

que durante la última 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 capítulo 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 limitación de 

acceso a los centros de diagnóstico tuvo como consecuencia la mayor dispersión de la 

infección, lo que se puso de manifiesto en los meses sucesivos, cuando la actividad 

asistencial y diagnóstica fue recuperando sus niveles normales. 

Este capítulo destaca el impacto que la pandemia ha tenido en la propagación de las ITS, 

ejemplarizada en la dispersión de LGV en poblaciones vulnerables. Las redes sexuales 

son cada vez más complejas, lo que favorece el mantenimiento y dispersión de cualquier 

agente infeccioso de transmisión sexual [388], escenario en el que la pandemia podría 

haber contribuido como factor acelerador.  

La situación epidemiológica expuesta en los Capítulos I y II de esta Tesis confirman el 

reto actual que supone para la Salud Pública las ITS y redunda en la necesidad de 

incrementar su diagnóstico a través de cribados activos, aconsejando adecuadamente a 
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los pacientes y contactos, aun siendo asintomáticos, para que se sometan a las pruebas 

diagnósticas, mantener la vigilancia de los casos de LGV y realizar estudios de 

epidemiología 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.
 

National health system responses to the 
pandemic waves in Madrid
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 
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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 Ramón 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 

Figure 1
Evolution of lymphogranuloma venereum cases during 
the COVID-19 pandemic, Madrid, Spain, March 2020–
February 2021 (n = 284)
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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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ANTECEDENTES 

Los métodos de tipificación molecular constituyen una herramienta esencial para la 

vigilancia epidemiológica global e investigación de brotes, definir la estructura 

poblacional de un microorganismo, así como para conocer la evolución genética de las 

distintas especies. Estas técnicas están basadas en el estudio de los ácidos nucleicos, 

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

reproducibilidad que las técnicas fenotípicas (prácticamente en desuso). Clásicamente, 

estas técnicas pueden clasificarse en tres tipos [389]:  

▪ Métodos basados en el estudio de los perfiles de restricción del ADN: se 

fundamenta en la digestión del material genético con una enzima específica y el 

posterior análisis de los fragmentos en geles de agarosa mediante electroforesis 

convencional (RFLP) o en campo pulsado (PGFE).  

▪ Métodos basados en la amplificación de ácidos nucleicos: se basan en la 

utilización de cebadores arbitrarios (RAPD, random amplification polymorphic 

DNA) o de cebadores que hibridan de forma específica con secuencias de ADN 

repetitivas (rep-PCR), y posterior análisis 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 digestión de los productos de PCR 

(PCR-RFLP).  

▪ Métodos basados en secuenciación de ácidos nucleicos: estas técnicas incluyen 

la secuenciación de un número determinado de marcadores moleculares, como 

las técnicas de MLST (multilocus sequence typing) o MLVA (multilocus variable-

number tandem repeat analysis), y las técnicas de secuenciación de genomas 

completos. Estas aproximaciones nos aportan mayor poder discriminatorio que 

las dos propuestas anteriores, siendo la secuenciación de genomas completos la 

de mayor poder de resolución y discriminación gracias a que proporciona 

información sobre la totalidad de los genes presentes en un microorganismo 

[389,390].  
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1. Esquemas de tipado en C. trachomatis 

Los métodos para la caracterización de los microorganismos son una herramienta 

fundamental para resolver cuestiones clínicas, evolutivas y epidemiológicas. En el caso 

concreto de C. trachomatis, es necesario disponer de esquemas de tipado que nos 

permitan tener un conocimiento más adecuado de la epidemiología local o global. 

Además, estos métodos también pueden ayudar a resolver situaciones clínicas 

relativamente frecuentes como es la persistencia (consecuencia de un fracaso en el 

tratamiento) o las reinfecciones [250], así como para monitorizar la aparición de nuevas 

genovariantes que puedan tener implicación en las técnicas diagnósticas. El mejor 

ejemplo de esto último es el caso de la llamada variante sueca (nvCT), la cual presenta 

una deleción en el plásmido que impedía su detección 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 área 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 tipificación serológicos 

Desde 1960, la clasificación de C. trachomatis se ha basado en la caracterización de la 

proteína MOMP (proteína principal de membrana externa), codificada por el gen ompA 

(anteriormente omp1). Esta proteína representa el 60% del peso total de las proteínas 

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]. Además, constituye una de 

las proteínas con mayor capacidad inmunogénica, y, por tanto, sometida a una elevada 

presión de selección y alta variabilidad [394]. La proteína MOMP consta de 4 dominios 

variables (VD I-IV) flanqueados por 5 dominios constantes (CD I-V) altamente 

conservados. Estudios inmunológicos basados en la proteína MOMP supusieron la base 

para la identificación 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, I/Ia, J, K, L1, L2 

y L3), y siendo las diferencias antigénicas presentes en los dominios variables las 

principales responsables de la diferenciación de los mismos. Además, en base a la 

relación serológica, los serovares se dividieron en tres serogrupos: serogrupo B 

(serovares B/Ba, D/Da, E, L1 y L2), serogrupo C (serovares A, C, H, I/Ia y J) y serogrupo 

intermedio (serovares F, G/Ga, K y L3) [397]. 
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En un primer momento, el serotipado se realizaba con técnicas de 

microinmunofluorescencia utilizando sueros polivalentes [398,399]. Más adelante se 

comenzaron a utilizaron anticuerpos monoclonales [400]. Sin embargo, estos métodos 

requieren el cultivo celular de la bacteria, convirtiéndolos en técnicas difíciles de 

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

1.2. Métodos de tipificación molecular 

1.2.1. Tipificación molecular basada en ompA 

Con la llegada de la era genómica, la secuenciación del gen ompA permitió establecer 

los genotipos de C. trachomatis en base a las diferencias nucleotídicas de este gen, 

siguiendo la misma nomenclatura establecida por los métodos serológicos. El gen ompA 

es un gen cromosómico con un tamaño de 1,2 kb, cuya secuencia se divide, 

paralelamente a lo descrito para la proteína 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 discriminación [401,402]. Alternativamente a la secuenciación, 

se desarrollaron diversas técnicas para la tipificación molecular de C. trachomatis 

basadas en la amplificación de este gen, como PCR-RFLP, hibridación, o el análisis de 

curvas de melting. Actualmente la mayoría de estas técnicas están en desuso. 

1.2.1.1. PCR-RFLP 

Estas técnicas consisten en la amplificación del gen ompA seguido de la digestión con un 

enzima de restricción. Posteriormente, los fragmentos obtenidos tras la digestión se 

separan mediante electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida, obteniéndose un 

patrón de bandas característico para cada genotipo (Figura 45A). Este método ha sido 

ampliamente utilizado, habiendo demostrado ser una técnica sencilla; sin embargo, su 

poder de discriminación es limitado. Por otra parte, la necesidad de utilizar diferentes 

tipos de enzimas de restricción o la necesidad de dobles digestiones para algunos 

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

1.2.1.2. Métodos de hibridación 

Estos métodos consisten fundamentalmente en dos pasos: 1) amplificación de las 

regiones variables VSI-VSII o sólo VSII del gen ompA, 2) posterior hibridación reversa 

mediante el uso de sondas específicas para cada genotipo (Figura 45B). Estas técnicas, 

a pesar de que permiten la detección de infecciones mixtas [405], son 

metodológicamente laboriosas. 
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1.2.1.3. Análisis de curvas de melting 

Este método se basa en la amplificación de la región variable VSII del gen ompA 

mediante PCR a tiempo real utilizando un agente intercalante del ADN. Seguidamente, 

la obtención de las curvas de melting tiene lugar gracias a la fusión (o melting) del 

producto amplificado mediante una rampa de temperaturas desde 72ºC a 95ºC [406] 

(Figura 45C). Sin embargo, no tiene un buen poder de resolución, ya que el análisis crudo 

de las curvas no permite diferenciar todos los genotipos y pequeñas diferencias en la 

secuencia nucleotídica del gen ompA pueden dar lugar a perfiles de melting muy 

similares. Años después, se propuso el uso de esta misma técnica, pero incluyendo la 

amplificación de dos fragmentos, ompA, y un gen que codifica para una proteína 

hipotética de membrana, dando lugar al método conocido como CtGEM (Chlamydia 

trachomatis genotyping by melting), de mayor resolución [407].  

 

Figura 45. Métodos moleculares basados en ompA para la identificación y genotipado de C. 

trachomatis. A) PCR-RFLP [408], B) Hibridación [409] y C) Curvas de melting [410].  

Los métodos basados en el gen ompA tienen una importante limitación, y es que, tal y 

como se evidenciaba mediante el serotipado basado en la proteína MOMP, los distintos 

genotipos asignados en función de la secuencia nucleotídica 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. Árbol filogenético de mínima evolución basado en la diversidad del gen ompA. En naranja, 

los genotipos asociados a tracoma; en amarillo y azul, los relacionados con la infección urogenital no 

invasiva; en lila, los genotipos asociados a linfogranuloma venéreo [411].  

1.2.2. Tipificación molecular basada en los genes pmpH y ompA 

Debido a las limitaciones de ompA, se llevó a cabo la búsqueda de otros genes que 

permitieran establecer un paralelismo entre genotipo y tropismo tisular, siendo las 

proteínas polimórficas de membrana (PMP) unas las seleccionadas por mostrar esta 

capacidad [412,413]. Las PMP en C. trachomatis, codificadas por los genes pmpA-pmpI, 

forman un grupo de 9 proteínas localizadas en la membrana externa, cuyo papel 

fundamental es la adhesión, pero también actúan como proteínas autotransportadoras 

[414] y tienen capacidad inmunogénica. Su secuencia nucleotídica es altamente diversa, 

de modo que ninguno de los genes pmp se parece más de un 52% a otro [415]. Las 

reconstrucciones filogenéticas mostraron que 6 de los 9 genes pmp se agrupaban en 

función del tropismo tisular. Esto fue especialmente evidente para pmpF y pmpH y, en 

menor medida, para pmpB, pmpC, pmpG y pmpI (Figura 47).  
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Figura 47. Reconstrucción filogenética de la secuencia nucleotídica de los genes pmpH y pmpF. En 

verde, se identifican los genotipos asociados a tracoma; en azul, los genotipos relacionados con la 

infección urogenital no-invasiva, y en rojo se identifican los genotipos asociados a la infección 

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 función de sus características 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]. Además, pmpH permite 

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

Por estas razones, clásicamente la estrategia más utilizada para el genotipado de C. 

trachomatis ha sido la realización de una primera PCR específica dirigida al gen pmpH 

que discrimine los patotipos principales [417], seguido de la caracterización del gen 

ompA para establecer las posibles relaciones entre los miembros de un mismo genotipo 

[418]. La presencia de una deleción específica de 36 pb exclusiva de los miembros del 

genotipo L ha permitido su uso como diana en técnicas diagnósticas. Para el gen ompA, 

se ha propuesto el uso de PCR anidadas para mejorar la sensibilidad, ya que sólo existe 

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

1.2.3. Tipificación molecular de alta resolución 

Si bien la combinación de pmpH y ompA han resultado de gran utilidad para la correcta 

asignación de genotipos, posiblemente sea una estrategia con poco poder de 

discriminación para estudios precisos de epidemiología molecular [420]. Por ello, se han 

desarrollado diversos métodos basados en varios segmentos del genoma que nos 

ofrecen un mayor poder de resolución epidemiológica.  
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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 amplificación y secuenciación de varios fragmentos génicos (o alelos), 

con un tamaño entre 300 y 500 pb. Así, la secuencia obtenida de cada fragmento es 

asignada a un número dando lugar a una combinación o perfil específico denominado 

secuenciotipo (ST). Estos esquemas permiten la comparación entre laboratorios, 

proporcionando una buena discriminación y precisión. 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., basándose en 7 genes 

housekeeping del orden Chlamydiales, y válido 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 (proteína de unión a oligopéptidos), hflX 

(proteína de unión a GTP), gidA (tRNA-uracil-5-metiltransferasa), enoA (enolasa), hemN 

(coproporfirinógeno III oxidasa) y fumC (fumarato hidratasa). Sin embargo, la variación 

observada en estos genes fue limitada, siendo 4 el número máximo de cambios no 

sinónimos observados (en fumC). El análisis filogenético del concatenado de los genes 

permitió agrupar las cepas en tres complejos clonales, pero no relacionados con los tres 

patotipos (Figura 48A). 

Un año después, Dean y 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 (proteína de unión al 

ATP del transportador ABC), pykF (piruvato quinasa), lysS (lisil-ARNt sintetasa) y leuS 

(leucil-ARNt sintetasa) [411]. Estos genes, la mayoría de ellos codificantes de enzimas 

metabólicas esenciales, estaban localizados en regiones cromosómicas alejadas entre sí, 

lo que hacía improbable que un evento de recombinación introdujera más de un gen 

seleccionado. El análisis del concatenado de estos genes también permitió la 

diferenciación de tres complejos clonales, esta vez relacionados con los tres patotipos 

(Figura 48B). 
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Figura 48. Reconstrucción 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 Dean y cols. [411].  

b) Esquemas basados en genes hipervariables 

El esquema MLST propuesto por Klint y cols. fue el primer esquema que propuso la 

utilización de zonas altamente polimórficas en lugar de genes altamente conservados, 

con el objetivo de aumentar la resolución. Este esquema fue diseñado utilizando 16 

secuencias de referencia [422], seleccionándose un total de 5 fragmentos genéticos: 

CT046 (gen hctB, que codifica para una proteína de unión al ADN), CT058 (proteína 

hipotética), CT144 (proteína hipotética), CT172 (proteína hipotética) y CT682 (gen pbpB, 

que codifica para la proteína de unión 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 combinación ha demostrado tener un mayor poder discriminatorio que 

ompA, proporcionando una buena herramienta para los estudios epidemiológicos de C. 

trachomatis. 

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

Este método consiste en el análisis del número de repeticiones en tándem presentes en 

múltiples 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 replicación del ADN 

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

el tamaño del amplicón o bien, más frecuentemente, seguido de secuenciación [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 combinación con el gen 

ompA. Este esquema ha demostrado tener un alto poder discriminatorio en 

comparación con la secuenciación 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 discriminación [426] (Tabla 

4). También han surgido modificaciones del esquema MLST de Klint y cols. y del esquema 

MLVA-ompA, así como la combinación de ambos, con mayores poderes de 

discriminación [427].  

Tabla 4. Resumen de las características de los principales esquemas para el 

tipado de C. trachomatis.  

 
NÚMERO DE 

LOCI 

PODER DE 

DISCRIMINACIÓN (D) 

Serotipado - 0,5 

Secuenciación 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. Secuenciación de genomas completos en C. trachomatis 

En los últimos años, el desarrollo de las técnicas de secuenciación ha permitido que la 

obtención de las secuencias de genoma completo sea cada vez más accesible, 

favoreciendo su aplicación para casi cualquier especie microbiana [390]. Hasta hace 

relativamente poco, la secuenciación de genomas completos en C. trachomatis requería 

el cultivo previo para conseguir grandes cantidades de material genético, técnica 

laboriosa que requiere tiempo y consumo de recursos. Estas dificultades hacen que el 

número de secuencias disponibles en bases de datos públicas sea muy inferior al de 

otras especies, para las cuales ese número ha aumentado extraordinariamente en los 

últimos años (Figura 49).  

 

Figura 49. Número de genomas completos disponibles en la base de datos del NCBI (National Center 

for Biotechnology) por año [428].  

Por ello, se han propuesto diversos métodos independientes de cultivo que permiten la 

secuenciación directamente a partir de la muestra [429]. Estos métodos se dividen en 

métodos no dirigidos y dirigidos. Los primeros incluyen la amplificación por 

desplazamiento múltiple (MDA) y métodos de agotamiento-enriquecimiento, basados 

en la separación del ADN metilado del no metilado. En los métodos dirigidos se incluyen 

la separación inmunomagnética-MDA, captura de secuencias mediante tecnología 

SureSelect XT (Agilent Technologies) y PCR multiplex en microgotas.  

Los métodos basados en captura de secuencias son uno de los más utilizados. Éstos son 

capaces de aumentar hasta un 91% el número de secuencias obtenidas que pueden ser 

“mapeadas” contra el genoma de referencia [430]. Sin embargo, el rendimiento es 
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variable según los estudios. Por ejemplo, en el estudio realizado por Bowden y cols. se 

logró secuenciar el 100% de las muestras [431]; Christiansen y cols. secuenciaron de 

forma óptima el 80% de las muestras de orinas y exudados vaginales [430]. Sin embargo, 

Borges y cols. únicamente lograron secuenciar 15/25 muestras rectales (60%) [432]. En 

un estudio reciente en el que participaron varios países europeos y Australia, se logró 

secuenciar de forma adecuada solamente 95 de 321 muestras (29,6%), ya que el resto 

no cumplía 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 aún eficientes para llevar a cabo de forma óptima la secuenciación de C. 

trachomatis a partir de muestra directa.  

3. Aplicación de los esquemas de tipado molecular a la epidemiología de los 

genotipos L 

La secuenciación del gen ompA ha sido la técnica más utilizada para el genotipado de C. 

trachomatis, incluyendo a los genotipos L. La secuenciación de este gen en las primeras 

cepas obtenidas del brote iniciado en Países Bajos reveló que dicha variante presentaba 

un cambio aminoacídico en la posición 162 (N162S) respecto al genotipo L2, 

genovariante a la que denominaron L2b. A partir de ese momento, estudios 

epidemiológicos basados en ompA revelaron que la dispersión de la epidemia estaba 

asociada fundamentalmente a la cocirculación de dos genovariantes: L2b y L2 [228]. Sin 

embargo, el poder de discriminación de ompA es limitada, encontrándose demasiada 

homogeneidad entre las cepas de LGV. Además, la secuenciación parcial de ompA podría 

impedir la detección de variantes recombinantes más 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 diseñado para el orden Chlamydiales no es capaz de 

diferenciar ningún genotipo L, englobando a L1, L2 y L3 en un único ST (Figura 48A). El 

MLST propuesto por Dean y cols., también basado en genes housekeeping, sólo es capaz 

de discriminar L2b del resto de genotipos L (Figura 48B). El esquema más ampliamente 

utilizado ha sido sin duda el esquema MLST basado en genes hipervariables [422], 

aunque con resolución también limitada en los genotipos L. En un estudio realizado en 

Europa y Estados Unidos, todas las cepas compartían idéntico ST a pesar de las 

diferencias geográficas [433]. Los mismo fue descrito en Suecia, en el que todas las cepas 

de LGV pertenecían al ST58 [434]. El esquema MLVA-ompA propuesto por Pedersen y 

cols. también se ha aplicado al estudio de la epidemiología molecular de LGV. Uno de 
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los estudios más amplios ha sido realizado en Reino Unido, en el que se caracterizaron 

un total de 162 genotipos L, detectándose un total de 6 genotipos MLVA-ompA [254]. 

La baja diversidad observada mediante la aplicación de estos métodos puede deberse 

al bajo grado de diversidad genética en C. trachomatis, con más de un 98% de identidad 

de secuencia entre los distintos genotipos [435], siendo todavía menor en los genotipos 

L [436].  

La secuenciación de genomas completos supone la técnica definitiva como herramienta 

epidemiológica. Además, nos proporciona información sobre posibles eventos de 

recombinación y mutación, lo que nos ayuda a conocer la evolución de los genotipos L. 

Uno de los hallazgos más importantes gracias a los estudios de secuenciación 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 expansión de este linaje. Sin embargo, la viabilidad de 

implementar estas técnicas de manera generalizada no es asumible hoy en día por su 

baja eficiencia, la tecnología requerida y los requerimientos económicos. Por ello, es 

necesario implementar nuevas estrategias específicas para conocer con mejor precisión 

la epidemiología molecular de LGV. 
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

La aplicación limitada de los esquemas MLST para la caracterización de la diversidad de 

genovariantes de los genotipos L, junto con las dificultades metodológicas observadas 

en la implementación de las técnicas de secuenciación masiva, hacen necesario la 

disponibilidad de esquemas de tipado específicos para los genotipos L. Además, dada la 

baja diversidad observada, se requieren esquemas que prioricen la selección de genes 

altamente polimórficos que nos ofrezcan un mayor grado de resolución. 

Los objetivos de este capítulo fueron:  

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

variabilidad genética de los genotipos L. 

2. Inferir mediante análisis in silico el poder de discriminación del nuevo esquema 

y el de las estrategias ya disponibles para la caracterización molecular de los 

genotipos L de C. trachomatis.  

3. Comparar el poder de discriminación del nuevo esquema propuesto con el 

esquema de tipado que mejores resultados rinda a priori del análisis anterior 

mediante la utilización 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 análisis espacial y temporal. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Conjunto de datos y análisis 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 pública 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 última actualización del 

conjunto de datos fue en enero de 2019.  

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

NOMBRE NÚMERO 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/Canada1 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 

L2tet1 NZ_ACUI01000001 

L2b/CS19/08 NZ_CP009923 

L2b/CS784/08 NZ_CP009925 

434Bu isolate cdu1::Tn 
chromosome 

NZ_CP019385 

434Bu isolate Hefty_Parental 
chromosome 

NZ_CP019386 

434Bu isolate 383/384 IGR::Tn 
chromosome 

NZ_CP019387 

LGV913 NZ_CVNC01000001 

LGV1339 NZ_CVND01000001 

ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genbank/bacteria/?/latest_assembly_versions
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Con la herramienta de búsqueda de alineación básica 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 realizó utilizando el software MAFFT [437], 

permitiendo eliminar todas aquellas posiciones que contenían gaps o no tenían datos 

de secuenciación. A continuación, se estimó para cada uno de los genes la diversidad 

evolutiva media (índice D), definida como el número de sustituciones nucleotídicas por 

sitio a partir del promedio de la población, para lo que se utilizó el modelo de Tamura-

Nei [438]. Los análisis evolutivos se realizaron utilizando el software MEGA 7.0 [257]. 

Para los genes con mayor diversidad entre los genotipos L, se repitió el mismo análisis, 

pero en este caso utilizando solamente las secuencias del linaje L2b, por ser el único con 

más de dos secuencias disponibles. Aquellos genes con mayor índice D fueron 

seleccionados para el nuevo esquema.  

Posteriormente se realizó el mismo análisis 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 discriminación de estos 

esquemas para los genotipos L de C. trachomatis. Por tanto, se estimó el índice D para 

los genes glyA, mdhC, pdhA, yhbG, pykF, lysS y leuS, correspondientes a los genes del 

esquema de Dean y cols., así como para las regiones hipervariables CT046 (hctB), CT058, 

CT144, CT172 y CT682 (pbpB) del esquema de Klint y cols., y se evaluó la diversidad en 

el número de las repeticiones en tándem de las regiones CT1291, CT1299 y CT1335 junto 

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

2. Selección de muestras 

Una vez definidos los genes para el nuevo esquema, se seleccionaron 68 muestras 

clínicas de forma aleatoria en las que previamente se habían detectado genotipos L. Esas 

muestras fueron obtenidas entre julio de 2017 y septiembre de 2018 procedentes de 68 

pacientes atendidos en el Hospital Universitario Ramón y Cajal y el CS Sandoval. La 

detección de los genotipos L se realizó mediante qPCR basada en la deleción de 36 pb 

del gen pmpH presente exclusivamente en los genotipos L, seguido de una posterior 

secuenciación de dicho gen, tal y como se describe en el Capítulo I de esta Tesis. Según 

la localización, 59/68 (86,8%) correspondieron a exudados rectales, 7/68 (10,3%) fueron 

úlceras, 1 procedente de la punción de una adenopatía y 1 correspondiente a un 

exudado endocervical. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3. Amplificación y secuenciación de los genes a estudio 

Inicialmente se realizó la extracción del material genético de todas las muestras 

utilizando la plataforma NucliSENS EasyMag (bioMérieux, Marcy l’Etoile, France), tal 

y como se ha descrito en el Capítulo I.  

En una primera ronda, se llevó a cabo la amplificación y secuenciación de los genes 

seleccionados para el esquema propuesto en este capítulo (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 discriminación entre ambas estrategias. En una segunda ronda, 

solamente se amplificaron y secuenciaron los genes seleccionados en las 40 muestras 

restantes. Además, se amplificó/secuenció un fragmento de 990 pb del gen ompA en 

todas las muestras, utilizando los cebadores y condiciones descritas en el Capítulo I 

(Tabla 1). Los cebadores utilizados para la amplificación y secuenciación de los genes 

seleccionados se muestran en la Tabla 6. 

Tabla 6. Condiciones y cebadores utilizados para la amplificación y secuenciación de los genes 

seleccionados en este capítulo. 

Región Cebador Secuencia (5´-3´) 
Tª 

hibridación 
(ºC) 

Tiempo 
elongación 

Tamaño 
amplicón 

(pb) 

CTLon_0054 
CTLon_0054_F ATGCTTCATCTATGTGATGT 

54 1 min 768 
CTLon_0054_R TTACTCCTGGGTAACGACAT 

CTLon_0087 
CTLon_0087_F GCTTTATGGAGTGAGTACACT 

58 1 min 574 
CTLon_0087_R CCTGAAGAAATGAAGAGTGCT 

CTLon_0243 
CTLon_0243 _F TCGAAACCAGTTCTTATCTCT 

57 
1 min 15 

seg 
1.020 

CTLon_0243 _R GAGATCATTCAAAGCGTCTGT 

CTLon_0301 
CTLon_0301 _F TGGAACCCTAATAAAGTAGT 

54 
1 min 30 

seg 
1600 

CTLon_0301 _R TTGCCTTAGTAATTTCTCCT 

 

La amplificación de los genes seleccionados se realizó mediante PCR convencional en un 

volumen final de 50 l utilizando las siguientes concentraciones finales de los reactivos: 

tampón de reacción (10x), MgCl2 (1,5 mM), dNTPs (0,2mM de dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 

cebadores directo y reverso (0,6mM cada uno) y la enzima AmpliTaq Gold ADN 

polimerasa (1,5U). Se utilizaron 5 l de ADN molde en todas las PCR. Las condiciones 
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empleadas fueron las siguientes: 1 ciclo de activación a 94ºC, 12 min, seguido de 40 

ciclos de 94ºC, 1 min, hibridación durante 1 min (las temperaturas de hibridación para 

cada PCR se muestran en la Tabla 6), elongación a 72ºC (los tiempos para cada gen se 

muestran en la Tabla 6) y, por último, una elongación final de 72ºC, 10 minutos.  

La amplificación de los fragmentos CT046 (hctB), CT058, CT144, CT172 y CT682 (pbpB) 

se llevó a cabo mediante PCR convencional siguiendo el esquema desarrollado por Klint 

y cols. [422] (Tabla 7). Las mezclas de reacción contenían 1,5mM de MgCl2, 0,2 mM de 

dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,4 μM de cada cebador y 0,5U de la enzima AmpliTaq 

Gold ADN polimerasa, en un volumen final de 25 μl, utilizándose 5 μl de ADN molde para 

todas las PCR. Los programas de temperaturas fueron iguales para todas las regiones: 

desnaturalización inicial durante 12 minutos a 94°C, seguida de 40 ciclos de 

desnaturalización durante 45 segundos a 94°C, hibridación durante 45 segundos a 60°C 

y elongación durante 90 segundos a 72°C. La amplificación finalizó con una elongación 

durante 10 minutos a 72°C.  

Tabla 7. Cebadores utilizados para la amplificación y secuenciación de los genes del esquema MLST 

basado en genes hipervariables [422].  

Región Cebador Secuencia (5´-3´) 
Tamaño 

amplicón (pb) 

CT046 (hctB) 
Hctb39F CTCGAAGACAATCCAGTAGCAT 

686-904 
Hctb794R CACCAGAAGCAGCTACACGT 

CT058 
CT222F CTTTTCTGAGGCTGAGTATGATTT 

1.499 
CT1678R CCGATTCTTACTGGGAGGGT 

CT144 
CT144:248F ATGATTAACGTGATTTGGTTTCCTT 

799 
CT144:1046R GCGCACCAAAACATAGGTACT 

CT172 
Four268F CCGTAGTAATGGGTGAGGGA 

378-685 
Four610R CGTCATTGCTTGCTCGGCTT 

CT682 (pbpB) 
pbpB1F TATATGAAAAGAAAACGACGCACC 

2.377 
pbpB2366R TGGTCAGAAAGATGCTGCACA 

La visualización de los productos de PCR, la purificación enzimática y la secuenciación se 

realizó siguiendo lo descrito en el apartado 4 de la sección Material y métodos del 

Capítulo I.  
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3.1. Análisis 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 secuenciación, las secuencias se 

alinearon y editaron junto a las secuencias de referencia disponibles en la base de datos 

pública de GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando el algoritmo ClustalW 

implementado en el software MEGA 7.0 [257], eliminándose 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 número) para cada uno 

de los 5 fragmentos cuya combinación generó un perfil alélico al que se le asignó una 

secuencia tipo (ST).  

3.3. Análisis filogenético 

Para realizar el análisis filogenético, en primer lugar, se obtuvo la secuencia concatenada 

de todos los genes para cada uno de los esquemas evaluados. El tamaño del fragmento 

obtenido del concatenado de CTLon_0054, CTLon_0087, CTLon_0243, CTLon_0301 y 

ompA fue 4.042 pb, mientras que el tamaño 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 

sustitución nucleotídica para cada gen se seleccionó utilizando el software jModelTest 

[258]. A continuación, se construyeron árboles filogenéticos de máxima 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 basándose en el modelo GTR+G+I (“General Time Reversible” + distribución gamma + 

proporción de tasas invariables). Para el cálculo del soporte de cada rama se empleó la 

prueba estadística aLRT (approximate likelihood ratio test) basado en el procedimiento 

de Shimodaira-Hasegawa [439]. Los valores superiores al 90% fueron considerados 

estadísticamente significativos.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://pubmlst.org/organisms/chlamydiales-spp
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Utilizando el concatenado de los genes propuestos para el nuevo esquema se 

construyeron redes de transmisión mediante el software Network v4.6.1.0 (www.fluxus-

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

cepa L2b reportada en Países Bajos en el año 2003 como el origen de la epidemia. Este 

software nos permitió conectar cada secuencia concatenada con su secuencia más 

relacionada. El método de máxima parsimonia considera los nodos internos como 

secuencias sin muestrear o genotipos ancestrales extinguidos.  

 

 

 

http://www.fluxus-technology.com/
http://www.fluxus-technology.com/
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RESULTADOS 

1. Análisis de diversidad y selección de los genes para el nuevo esquema 

El análisis de diversidad inicial realizado con las secuencias de genoma completo de los 

genotipos L disponibles en las bases de datos públicas permitió identificar los genes con 

mayor índice D y por tanto con mayor variabilidad (Figura 50). 

 

Figura 50. Diversidad evolutiva media (índice 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 capítulo.  

De acuerdo al índice 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 proteína de unión al ATP del transportador ABC, 

CTLon_0087, que codifica para una proteína hipotética conservada, CTLon_0243, que 

codifica para una proteína putativa que contiene el dominio catalítico C-terminal de la 

superfamilia de las peptidasas C48 y CTLon_0301, que codifica para una proteína 

hipotética conservada. Estos genes se seleccionaron para su combinación con el gen 

ompA, gen que mostró el mayor índice de diversidad. Tal y como se observa en la Figura 

50, el fragmento CTLon_0087 presentaba un índice de diversidad más bajo que el de 

otros genes; sin embargo, éste fue seleccionado junto con el resto ya que todos ellos 

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

mediante análisis in silico  

El mismo análisis de diversidad se realizó para los 12 marcadores moleculares de los dos 

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

genes seleccionados, se muestran en la Tabla 8.  

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

marcadores de los esquemas MLST descritos previamente y el propuesto 

en este capítulo obtenidos en base a los 29 genomas completos 

disponibles.  

Esquema MLST 
Marcador 
molecular 

Índice D para los 
genotipos L 

Dean y cols., 2009 

glyA 0 

leuS 0 

lysS 0 

mdhC 0 

pdhA 0 

pykF 0 

yhbG 0 

Klint y cols., 2007 

hctB 0,001 

CT058 0,001 

CT144  0,007* 

CT172 0,001 

pbpB 0,001 

Este capítulo 

CTLon_0054 0,008 

CTLon_0087 0,002 

CTLon_0243 0,013 

CTLon_0301 0,006 

ompA 0,025 
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Basándose en los genomas completos y según los resultados de la Tabla 8, el esquema 

de Dean y cols. no es adecuado para la caracterización molecular de la epidemiología de 

LGV puesto que no ofrece ningún poder discriminatorio entre los genotipos L (el índice 

D fue 0 en todos los genes) y, en consecuencia, fue excluido en los sucesivos análisis. 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 número de repeticiones en tándem 7C, 8C y 9C. A 

pesar de ello, este esquema tampoco se utilizó en los análisis sucesivos porque sólo el 

fragmento CT1291 (y excluyendo a ompA) mostró 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 comparación con el esquema propuesto en este 

capítulo. El fragmento CT144, con índice D=0,007, no fue incluido en nuestro esquema 

porque en el análisis posterior realizado exclusivamente con las secuencias 

pertenecientes al genotipo L2, ese índice fue 0.  

3. Comparación del poder de discriminación del nuevo esquema con el 

esquema MLST de genes hipervariables 

Para el análisis comparativo se construyeron tres árboles de máxima verosimilitud: el 

árbol resultante del concatenado de genes según esquema de Klint y cols. (Figura 51A), 

el árbol filogenético según del concatenado de los genes propuestos en esta Tesis 

(Figura 51B) y la reconstrucción basada en el análisis de genomas completos (Figura 

51C), utilizado como referencia. En los árboles construidos con los concatenados se 

utilizaron tanto las secuencias disponibles en el NCBI como las obtenidas de la 

secuenciación de 28 muestras clínicas.  

Las tres aproximaciones discriminaron los principales linajes definidos por Harris y cols. 

[436], así como los nuevos linajes de Sudáfrica, 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 estadístico, se intuyen las tres 

diversificaciones (Figura 51B) que se observan en el árbol de genomas completos (Figura 

51C).  
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Figura 51. A) Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado el concatenado de genes del 

esquema de Klint y cols. B) Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado el concatenado de 

genes propuesto en este capítulo. C) Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en las 

secuencias de genomas completos disponibles en el NCBI (n=29). Los círculos corresponden a las 

muestras secuenciadas (n=28).  

Además, utilizando tanto el esquema propuesto por Klint y cols. como el propuesto en 

este capítulo, las 28 muestras analizadas fueron asignadas al linaje L2b. Sin embargo, la 

mitad de ellas (14/28) tenían 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 

único clon, el ST58, cuya combinación 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, según la secuenciación 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 nucleotídicos, 

9 de ellos no sinónimos. 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. Comparación de los diagramas de redes obtenidos utilizando el esquema MLST de genes 

hipervariables y el propuesto en este capítulo. A) Análisis 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 (círculo morado). B) Análisis de diagrama de redes obtenido del 

concatenado de los fragmentos génicos propuestos en este capítulo (4.042 pb). El número dentro de 

cada círculo representa el número de muestras incluidas en cada nodo. Cada color representa una 

genovariante. Los círculos blancos corresponden a ancestros hipotéticos; el círculo negro 

corresponde a la variante L2b identificada en los Países Bajos; los círculos de tonos rojos 

corresponden a genovariantes L2b/ompA-L2; los círculos de tonos azules corresponden a 

genovariantes L2bV1 y los círculos de tonos verdes corresponden a genovariantes L2bV7. Los 

cambios de aminoácidos se indican en cada brazo referido a L2b/UCH-1 (NC_010280), y el gen donde 

se localiza cada mutación se muestra entre paréntesis. 

4. Aplicación del nuevo esquema a la caracterización de la epidemia de LGV  

Una vez que el esquema propuesto demostró una mayor capacidad de discriminación 

que los esquemas descritos anteriormente, obtuvimos la secuencia concatenada de 40 

muestras adicionales, lo que supuso un número total de 68 muestras (procedentes de 

68 pacientes). 

La red de transmisión construida a partir del concatenado de las 68 secuencias nos 

permitió determinar la dispersión y diversificación de variantes en Madrid a lo largo de 

15 meses (Figura 53). El análisis confirmó la presencia de las tres cadenas de transmisión 

principales observadas en la Figura 52, aunque con una mayor diversidad de variantes, 

que evolucionaban tanto de la variante L2b más ancestral relacionada con los Países 

Bajos, como de las tres variantes principales implicadas en las respectivas cadenas de 

transmisión, 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). 

 

 

Figura 53. Análisis diagramas de redes obtenidos utilizando el esquema propuesto en este capítulo 

(4.042 pb) (n=68). El número dentro de cada círculo representa el número de muestras incluidas en 

cada nodo. Cada color representa una genovariante. Los círculos blancos corresponden a ancestros 

hipotéticos; el círculo negro corresponde a la variante L2b notificada en los Países Bajos; los círculos 

de tonos rojos corresponden a genovariantes L2b/ompA-L2; los círculos de tonos azules 

corresponden a genovariantes L2bV1 y los círculos de tonos verdes corresponden a genovariantes 

L2bV7. Los cambios de aminoácidos se indican en cada brazo referido a L2b/UCH-1 (NC_010280), y 

el gen donde se localiza cada mutación se muestra entre paréntesis. *Genovariante L2bV4. 

Según los resultados obtenidos en el Capítulo I, durante el mismo periodo de tiempo se 

secuenciaron 218 muestras, obteniéndose un total de 15 variantes diferentes en base a 

la secuenciación de ompA. Utilizando el nuevo esquema, con la secuenciación de 68 

muestras obtuvimos un total de 25 variantes. Además, en este análisis identificamos 

representantes de todos los nodos de transmisión detectados en el Capítulo I, 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 sinónimas. Los genes ompA y 

CTLon_0301 fueron los genes donde se encontró un mayor número de mutaciones, con 

7 (6 no sinónimas) y 20 (15 no sinónimas), respectivamente. En la Tabla 9 se detallan los 

cambios aminoacídicos detectados.  

Tabla 9. Cambios aminoacídicos detectados en los genes seleccionados en 

este estudio (68 muestras). 

Cambio aminoacídico 
respecto a L2b 
(NC_010280) 

Gen en el que 
aparece 

Número de variantes 
que portan el cambio 

L24I CTLon_0054 3 
W1L CTLon_0087 1 
P11R CTLon_0087 1 

K164E CTLon_0087 1 
K169L CTLon_0087 2 
L46L* CTLon_0243 1 
V47V* CTLon_0243 1 
D49K CTLon_0301 1 
N65I CTLon_0301 1 
G92V 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 
I410T 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 
L173I ompA 12 

L320L* ompA 1 
N333S ompA 12 
K335E ompA 2 

*Cambios sinónimos 
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4.1. Análisis espacial y temporal de la epidemia de LGV 

En el análisis temporal se analizaron los genotipos L detectados trimestralmente 

siguiendo el esquema propuesto previamente (Figura 54), con el fin de identificar la 

aparición y selección de variantes. La genovariante L2b/ompA-L2 se incrementó a partir 

del tercer trimestre (enero-marzo de 2018) y desde entonces se fue diversificando 

progresivamente. La genovariante L2bV7 también aumentó 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 transmisión bajo. Además, 

en el último trimestre, detectamos una variante L2b idéntica al L2b original identificado 

en Países Bajos en 2003 (NC_010280).  

 

 

Figura 54. Representación trimestral de las variantes detectadas utilizando los genes concatenados 

del esquema propuesto en este capítulo (4.042 pb) desde julio de 2017 hasta septiembre de 2018 

(n=68). El número dentro de los círculos corresponde al número de muestras incluidas en cada nodo. 

Si no se representa ningún número, corresponde a una única muestra. El círculo negro corresponde 

a la variante L2b notificada en los Países Bajos; los círculos de tonos rojos corresponden a 

genovariantes L2b/ompA-L2; los círculos de tonos azules corresponden a genovariantes L2bV1 y los 

círculos de tonos verdes corresponden a genovariantes L2bV7. *Genovariante L2bV4. 

 

Para el análisis espacial, que permitió conocer la capacidad dispersión de las 

genovariantes identificadas, se realizó una representación de las genovariantes en 

función de los códigos postales de la Comunidad de Madrid dónde fueron aisladas 

(Figura 55).  
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Figura 55. Representación esquemática de los distritos de Madrid donde se identificaron casos de 

LGV. Cada color representa una genovariante diferente. El círculo negro corresponde a la variante 

L2b notificada en Países Bajos; el círculo negro corresponde a la variante L2b notificada en los Países 

Bajos; los círculos de tonos rojos corresponden a genovariantes L2b/ompA-L2; los círculos 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 más oscuro.  

Las variantes correspondientes al clúster L2b/ompA-L2 (en tonos rojos) fueron 

detectadas en muchos distritos del área metropolitana. Por otra parte, la variante L2bV1 

(en color verde) se detectó en cinco códigos postales del centro y el suroeste, mientras 

que la variante L2bV7 (en color azul) se encontró en siete códigos postales de la zona 

centro y oeste. En la zona correspondiente al distrito centro (en color gris más oscuro) 

se encontraron todas las variantes, mientras que en los distritos periféricos la diversidad 

fuer menor.  
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DISCUSIÓN 

Desde la década de los 60, el genotipado de C. trachomatis se ha basado 

fundamentalmente en la caracterización del gen ompA, principalmente debido a su alta 

tasa de variabilidad genética [440]. Sin embargo, la secuenciación exclusiva de este gen 

puede no ser una buena estrategia ya que se encuentra en una región altamente 

recombinogénica [168], por lo que la asignación de genotipos puede ser errónea. 

Además, pese a su alta frecuencia de mutación, su poder discriminatorio es muy 

limitado, identificando un número limitado de genovariantes, lo que restringe la 

cantidad de información epidemiológica que puede obtenerse [441]. Hoy en día, las 

técnicas de secuenciación de genomas completos constituyen la estrategia con mayor 

poder discriminatorio para los estudios de epidemiología molecular. Sin embargo, su 

implementación no es fácil en algunos casos, como en los microorganismos no 

cultivables o cuyo cultivo requiere técnicas laboriosas para conseguir suficiente material 

genético. Éste es el caso de C. trachomatis, microorganismo intracelular obligado, cuya 

caracterización se ha visto dificultada debido a este requisito. A pesar de que se han 

desarrollado varios esquemas de secuenciación independientes de cultivo para 

Chlamydia [429], su aplicación hoy en día es todavía limitada debido a sus dificultades 

técnicas y su moderado éxito [166]. Por todas estas razones, se ha recurrido al uso de 

otros métodos clásicos ampliamente utilizados para el estudio de la epidemiología 

molecular en una gran variedad de microorganismos, como son los esquemas MLST o 

MLVA. Estas estrategias se han utilizado ampliamente en los estudios de epidemiología 

molecular de C. trachomatis. Sin embargo, la utilidad de estos esquemas para el estudio 

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

Para abordar esta limitación, en este capítulo se propone el uso de una nueva 

combinación de genes diseñada específicamente para los genotipos L. Utilizando el 

análisis 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 combinación con el gen ompA. 

La resolución de nuestro esquema se comparó 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 más diversidad mostró entre los genotipos L, todas 

las muestras fueron asignadas al ST58. Esto es coincidente con estudios previos que 

aplicaron dicho esquema para la caracterización de los aislados de LGV [434]. Por el 

contrario, el uso de nuestro esquema utilizando esas mismas muestras reveló la 

existencia de 7 variantes, lo que revela un mayor poder discriminatorio.  



CAPÍTULO III. Discusión 

 152 

Posteriormente, el esquema propuesto se utilizó para la caracterización de la 

epidemiología de LGV en Madrid durante un periodo de 15 meses, para lo cual se amplió 

el número de muestras secuenciadas hasta un total de 68. El análisis realizado con estas 

muestras reveló la existencia de 25 variantes diferentes, agrupadas en tres nodos 

principales.  

Los resultados obtenidos en este capítulo son sólo comparables con el trabajo de 

Manning y cols. sobre la epidemiología 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 permitió discriminar L1, L2 y L2b, supuso la identificación 

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 

resolución de ambas estrategias, con un mayor poder discriminatorio a favor de nuestra 

combinación. 

Además, la aplicación de este esquema para el estudio de la distribución temporal y 

espacial podría ayudarnos a mejorar la percepción de la situación del LGV en Madrid. 

Por ejemplo, la diversificación progresiva L2b/ompA-L2 revela que es una cadena de 

transmisión muy activa, o la detección de una variante L2b idéntica a la variante 

detectada en los Países Bajos puede sugerir reintroducciones desde otras regiones. 

Además, la repentina acumulación de casos asociados a L2bV7 a partir de abril de 2018 

puede sugerir nuevos brotes asociados a redes sexuales. La distribución de los casos en 

la Comunidad de Madrid sugiere que el distrito central es un punto caliente importante 

para la expansión del LGV en la ciudad.  

Antes de que los métodos de tipificación molecular estuvieran disponibles, el análisis de 

las redes de transmisión en las ITS se realizaba fundamentalmente mediante el rastreo 

de contactos. Gracias a la disponibilidad de técnicas de tipificación molecular de alta 

resolución, como la propuesta en este capítulo, y junto con una adecuada encuesta 

epidemiológica, las redes sexuales podrían revelarse con mayor precisión. Además, 

estos esquemas también podrían utilizarse para la diferenciación entre reinfección y 

persistencia [250], o para evaluar el fracaso del tratamiento, situaciones clínicas que han 

causado controversia en el manejo de los pacientes. 

Otro hallazgo importante que pudimos observar en el análisis filogenético del 

concatenado de los genes del esquema de Klint y cols. y de nuestros genes, es que todas 

las variantes pertenecían al linaje L2b, aunque algunas de ellas presentaban un gen 
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ompA distinto de L2b. Esto es coincidente con el análisis filogenético de los genomas 

completos de los genotipos L [166], incluyendo el realizado en este capítulo. Diversos 

estudios concluyen que ompA o partes de ompA pueden intercambiarse entre las 

diversas cepas mediante recombinación [436]. Sin embargo, un estudio reciente sobre 

la diversificación de las variantes L reveló que los SNP (single nucleotide polymorphism) 

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

Este estudio tiene varias limitaciones. En primer lugar, el número de muestras incluidas 

no es muy elevado, y, por tanto, no nos permite tener una visión más completa de la 

epidemia del LGV en Madrid. Además, la disponibilidad de secuencias de genomas 

completos en el momento del análisis fue limitada, y el análisis de diversidad final se 

realizó utilizando sólo las secuencias de L2, ya que sólo se disponía de una secuencia de 

L1 y de L3.  

En resumen, aunque la secuenciación de genomas completos es la mejor herramienta 

para los estudios de epidemiologia molecular y para establecer relaciones filogenéticas, 

actualmente requiere una infraestructura y un análisis complejos que suponen costes 

más elevados. Además, aunque existen métodos independientes del cultivo para C. 

trachomatis [429], estas técnicas aún no son fáciles de aplicar. Nuestro esquema ha 

demostrado ser útil para una adecuada discriminación de las variantes asociadas a LGV, 

revelando que la distribución del LGV es más compleja de lo que se pensaba, con 

diferentes variantes circulando en poblaciones de alto riesgo. Además, este método 

podría utilizarse para una resolución 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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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). In countries with well-established surveillance 
programs, the incidence is increasing (Marangoni et al., 2021); 
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 
(Martínez-García et al., 2021). Therefore, improved screening 
(Rodríguez-Domínguez 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 (Rodríguez-Domínguez 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 

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; Patiño 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.1 
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_CVND01000001. The last update of the dataset was in 
January 2019.

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

latest_assembly_versions

https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.1056216
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology
https://www.frontiersin.org
http://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genbank/bacteria/?/latest_assembly_versions
http://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genbank/bacteria/?/latest_assembly_versions


Martínez-García et al.� 10.3389/fmicb.2022.1056216

Frontiers in Microbiology 03 frontiersin.org

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 Ramón 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 36 bp deletion in pmpH gene that was 
confirmed by pmpH sequencing (Rodríguez-Domínguez et al., 
2014). This study was approved by the Ethics Committee of the 
Hospital Universitario Ramón y Cajal (reference no. 012/17).

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 990 bp 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 jModeltest1.0 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 using 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 

L-genotypes, and consequently, it was excluded in subsequent 
analyses. For the scheme proposed by Pederesen et al., CT1299 
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 scheme proposed by Klint et  al. (2007) 
(Supplementary Figure S1A), the scheme proposed in this study 
(Supplementary Figure S1B), and the whole genomes available in 
GenBank, which was considered a reference strategy because of 

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 S1C). 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).

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) 

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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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 

typing techniques such as those proposed in this study and with 
an epidemiological survey, the sexual networks might be unveiled 
with higher precision. Moreover, schemes with great 
discrimination power offer the possibility of differentiating 
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 

A B

FIGURE 2

(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 
each mutation is located is shown in parentheses.
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FIGURE 3

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.

FIGURE 4

Quarterly representation of the variants detected using the concatenated genes of the scheme proposed in this study (4,042 bp) from July 2017 to 
September 2018 (n = 68). The number inside the circles corresponds to the number of samples included in each node. If no number is represented, 
it corresponds to one sample. 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 x-axis represents the number 
of nucleotide changes in each variant with respect to L2b/UCH-1 (AM884177).
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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, 
a recent 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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ANTECEDENTES 

1. Infecciones extragenitales causadas por C. trachomatis 

Si bien las infecciones causadas por C. trachomatis son en su mayoría infecciones de 

localización genital (uretritis, cervicitis, salpingitis), también puede causar infecciones 

en localizaciones no genitales, como a nivel rectal y faríngeo. En los últimos años, 

diversos estudios han observado un aumento de la prevalencia de las infecciones 

extragenitales [442], especialmente de la infección anorrectal [443]. Esto puede ser 

reflejo de un cambio en las prácticas sexuales de la población, pues se han notificado 

aumentos tanto en la proporción de sexo oral como anal en los últimos años [444]. 

Sin embargo, aunque las diferentes guías internacionales recomiendan un cribado 

generalizado en muestras extragenitales en función de las prácticas sexuales e 

independientemente de la sintomatología, estas recomendaciones no tienen la 

universalización deseada. Así, en 2022, un estudio del CDC indicaba que sólo el 30% de 

los ginecólogos y un 60% de los médicos de Atención Primaria solicitaban estudios para 

la detección de ITS en muestras extragenitales [445]. Por otro lado, estas guías sólo 

recomiendan el cribado extragenital en población HSH [446], cuando en otros grupos 

poblacionales las prácticas de sexo oral y anal superan el 40% y el 35%, respectivamente; 

muchas veces sin uso del preservativo [447]. Además, un estudio realizado en población 

masculina heterosexual reveló que más 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, habían demostrado suficiente confianza para la 

detección de la infección rectal y faríngea [449]. No fue hasta 2019 cuando se aprobó el 

primer ensayo para muestras extragenitales [450]. Hasta entonces, el diagnóstico en 

estas localizaciones se ha realizado con plataformas en las que aceptamos una alta 

especificidad, como demuestran los estudios de detección y secuenciación genómica, 

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

La prevalencia de la infección anorrectal en mujeres varía ampliamente en función de 

los diversos estudios, del 2% al 77,3% (mediana del 8,7%) [451]. En HSH, una revisión de 

53 estudios puso de manifiesto una prevalencia media del 8,9% [452]. En HSM la 

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

Aunque en mujeres la infección genital por C. trachomatis es la más frecuente, no ocurre 

lo mismo en HSH [451], en los que la prevalencia de la infección 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 infección uretral y la faríngea 

[454] (Figura 56).  

 

Figura 56. Porcentaje de infecciones causadas por C. trachomatis por localización anatómica en HSH. 

Adaptado de Tongtoyai y cols., 2015 [454]. 

En HSH, aunque la infección anorrectal se transmite principalmente a través del sexo 

anal receptivo sin preservativo [455], otras prácticas sexuales se han asociado a la 

localización 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 

asociación clara entre la presencia de C. trachomatis anorrectal y el sexo receptivo anal 

[457], lo que hace pensar en otras hipótesis para la adquisición de la infección rectal. Se 

han propuesto varias causas, como la infranotificación del sexo anal en mujeres o la 

autoinoculación a partir de las secreciones vaginales [458]. No obstante, recientemente 

se ha demostrado que este proceso podría ser bidireccional [459], y, por tanto, con 

importantes implicaciones si no se realiza el cribado rectal en mujeres. Asimismo, el 

aclaramiento espontáneo de C. trachomatis es menos frecuente en mujeres con 
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infección concomitante genital y rectal que en infecciones únicas en cualquiera de las 

dos localizaciones [460], lo que apoya la afirmación 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 simultáneas en dos localizaciones) y superior a la 

persistencia de la infección rectal por N. gonorrhoeae [461]. Esto podría explicar la 

mayor prevalencia de C. trachomatis en muestras rectales comparado con N. 

gonorrhoeae [462].  

1.2. Infección orofaríngea por C. trachomatis 

La prevalencia de la infección orofaríngea por C. trachomatis es baja, cuyas cifras son 

muy variables en función de la población estudiada y las prácticas 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 población HSH es 

donde encontramos mayor variabilidad. Así, 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).  

 

Figura 57. Distribución de la infección anorrectal, faríngea y urogenital por C. trachomatis por 

ubicación anatómica. A) HSH y mujeres transgénero. B) Hombres cis-heterosexuales. C) Mujeres cis-

heterosexuales. Adaptado de Man y cols., 2021 [464].  

Sin embargo, todos esos estudios coinciden en señalar que la prevalencia de C. 

trachomatis en localización faríngea es inferior a la de N. gonorrhoeae, cuando la 

prevalencia en localización genital y rectal de C. trachomatis es 5 y 2 veces superior a la 

de N. gonorrhoeae, respectivamente [462,465]. Esto podría deberse a que C. 

trachomatis posee más afinidad por el epitelio columnar que por el epitelio escamoso, 

que es el que fundamentalmente cubre la orofaringe [466], lo que podría explicar 



CAPÍTULO IV. Antecedentes 

 172 

también las bajas prevalencias observadas. Sin embargo, esto no quiere decir que la 

infección orofaríngea no se produzca, sino que posiblemente esto suponga una menor 

carga bacteriana que podría dificultar su detección 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 año 2015, el 36% de los pacientes aclararon C. trachomatis de la orofaringe de 

forma espontánea transcurridos 10 días [467]. Sin embargo, otros estudios observaron 

que la infección orofaríngea por C. trachomatis podría mantenerse entre 42 y 100 días 

[468] (Figura 58). Estos autores detectaron casos con resultados positivos intermitentes, 

lo que podría estar relacionado con una menor carga bacteriana en esta localización 

cercana al umbral de detección de las plataformas moleculares, y proporcionándonos 

una percepción errónea del rápido aclaramiento [469].  

 

Figura 58. Curvas Kaplan-Meier de la duración de C. trachomatis en faringe [468].  

Varios autores han evaluado los factores de riesgo asociados a la infección orofaríngea 

por C. trachomatis. En HSH, el sexo oral receptivo con eyaculación se ha asociado 

significativamente a un riesgo 5,3 veces mayor que los que no realizaban este tipo de 

prácticas [470]. En mujeres, el sexo oral receptivo se asoció a un mayor riesgo de 

infección [471]. Otros estudios han asociado la infección orofaríngea con un número 

elevado de parejas sexuales [453] o historia de ITS previas [472]. Esta información 

ayudaría a definir con más evidencia qué poblaciones deberían 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 

asintomática en un porcentaje considerable de los pacientes, tanto hombres como 

mujeres, por lo que su detección depende fundamentalmente del cribado asintomático. 

En mujeres, hasta el 100% de los casos orofaríngeos son asintomáticos, mientras que, 

para la infección rectal, esos porcentajes varían del 36% al 100% [451]. En HSH, los datos 

también son variables. En un estudio realizado en San Francisco, el porcentaje de 

infección rectal asintomática fue del 85% [473]; sin embargo, en un estudio realizado en 

Ohio hasta un 42% de los casos cursaron con síntomas [474]. En aquellos casos que 

cursan con síntomas, en la infección orofaríngea los síntomas más frecuentes son 

faringitis, linfadenopatías localizadas e inflamación de la cavidad oral; en la infección 

rectal, los más comunes son prurito, secreción rectal, inflamación, dolor y eritema [453].  

Es bien conocido que la infección 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 tardías 

por infecciones rectales y faríngeas causadas por C. trachomatis es desconocido, aunque 

posiblemente sea bajo [475]. Sin embargo, la transmisión bidireccional de C. 

trachomatis entre el recto y el tracto genital femenino puede contribuir a una 

cronificación de la enfermedad [460] y, por tanto, a mayor riesgo de complicaciones. 

Además, la infección rectal puede en ocasiones confundirse con enfermedades que 

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

Por otra parte, la infección por C. trachomatis se ha asociado a un mayor riesgo de 

adquisición de VIH. En un metaanálisis en el que se incluyeron 26 estudios, encontraron 

que el riesgo era dos veces mayor para los HSH infectados por C. trachomatis en 

comparación con los que no lo estaban [476]. Además, el antecedente de dos o más 

infecciones rectales por C. trachomatis se ha asociado con un riesgo 8 veces mayor para 

la adquisición de VIH [477].  

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

El alto porcentaje de casos asintomáticos pone de manifiesto que un cribado basado 

exclusivamente en síntomas puede dar lugar a un importante infradiagnóstico [478] y, 

por tanto, al mantenimiento de la epidemia. Además, un importante número de 

infecciones extragenitales podrían pasar desapercibidas si la detección de C. 

trachomatis sólo se realiza en localización genital. Se estima que el cribado selectivo 
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impediría la detección de entre el 50 y el 75% de las infecciones rectales y faríngeas 

[451,479]. En las mujeres, hasta el 25% de las infecciones afectan únicamente a una 

localización anatómica extragenital [464], con un rango del 5-25% para la localización 

rectal y hasta un 20% de las infecciones en localización faríngea [467]. En HSH, la 

proporción de infecciones que afectan a un único sitio anatómico extragenital es mayor 

que en el caso de las mujeres, variando del 63% al 86% [480]. En un estudio de cohortes 

retrospectivo realizado en Países Bajos, que incluyó a más de 100.000 HSH, el porcentaje 

de infecciones únicas en localización rectal y faríngea 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 síntomas urogenitales se han asociado 

significativamente con la infección rectal única por C. trachomatis [480]. 

Las infecciones extragenitales podrían actuar como reservorios, contribuyendo a la 

transmisión de la infección por C. trachomatis. Modelos matemáticos sugieren que para 

explicar las elevadas tasas de infección extrarrectal por C. trachomatis son necesarias 

otras rutas de transmisión distintas al sexo oral y anal [482]. Además, se ha estimado 

que el porcentaje de infecciones causadas por C. trachomatis puede variar en función 

de las prácticas sexuales; el sexo anal causaría 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 causaría 

entre el 8,7% y el 19,2% de las infecciones. Sin embargo, hay que tener en cuenta que 

durante los actos sexuales suelen producirse múltiples prácticas sexuales [483], lo que 

dificulta delimitar claramente qué prácticas sexuales específicas son responsables de la 

trasmisión entre localizaciones anatómicas [484].  

En definitiva, conocer las dinámicas de transmisión 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 transmisión de las ITS 

sigue patrones complejos, con redes sexuales altamente interconectadas, lo que hace 

especialmente difícil conocer la epidemiología con exactitud.  

2. Infecciones causadas por los genotipos L de C. trachomatis 

2.1. Infección 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 

localización rectal, que, en el caso de cursar con síntomas, se manifiestan 

mayoritariamente en forma de proctitis, con síntomas como dolor, tenesmo, secreción 

mucopurulenta y sangrado.  
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No obstante, las infecciones anorrectales por los genotipos L son de naturaleza 

asintomática en una proporción considerable de pacientes. La prevalencia de casos 

asintomáticos varía en función de los estudios, aunque en la mayoría están en torno al 

25% [485]. En nuestra serie, el porcentaje de casos asintomáticos fue del 20,8% (véase 

Capítulo I). Por otro lado, recientemente se ha comunicado un aumento de la incidencia 

de LGV asintomático [486], especialmente en personas que viven con VIH [248]. Las 

causas que podrían explicar este aumento son los cambios en los programas de cribado 

[487], el aclaramiento más rápido y cuadros menos graves en las reinfecciones, o 

cambios en los genotipos L circulantes a lo largo del tiempo, pues se han observado 

síntomas menos graves o ausencia de síntomas en los pacientes infectados por ciertas 

variantes [228,252].  

Según las últimas guías europeas de tratamiento del LGV, el tratamiento de elección de 

la infección causada por los genotipos L es 100 mg de doxiciclina dos veces al día durante 

21 días [488]. Alternativamente, puede utilizarse 1 g de azitromicina 1 vez por semana 

durante tres semanas. Estos regímenes son los recomendados tanto para la infección 

sintomática como para la asintomática, incluyendo a los contactos. Sin embargo, en el 

caso de la infección asintomática, hay cada vez más datos acerca de la posibilidad de 

utilizar regímenes más cortos, aunque en estos casos es recomendable realizar una 

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

2.2. Infección extrarrectal por genotipos L 

Aunque se han documentado casos de infección causada por genotipos L tanto de 

localización genital (vaginal/cervical y uretral) como faríngea, las infecciones de 

localización extrarrectal suponen actualmente una minoría en la epidemiología del LGV. 

Esto puede deberse al carácter asintomático de estas infecciones o una falta de cribado 

en estas localizaciones [245].  

La infección genital se caracteriza por la presencia de adenopatías inguinales o 

femorales, unilaterales y muy dolorosas. La infección orofaríngea suele manifestarse en 

forma de adenopatías cervicales y submandibulares, presencia de exudado faríngeo 

purulento y en ocasiones con la aparición de úlceras en la cavidad oral [490–492]. A 

pesar de los datos clínicos, un porcentaje considerable de las infecciones de localización 

extrarrectal causadas por los genotipos L son asintomáticas, pudiendo alcanzar hasta el 

50% de los casos [243,493]. 
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De forma paralela a la infección anorrectal por los genotipos L, se ha planteado que un 

régimen de tratamiento más corto en las infecciones asintomáticas por genotipos L en 

localización extrarrectal podría ser suficiente. 

2.3. Impacto de las infecciones asintomáticas y extrarrectales por genotipos L 

2.3.1.  Impacto en el diagnóstico 

La detección de los genotipos L es de interés epidemiológico 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, sólo cuatro ensayos comerciales están disponibles para la detección de 

los genotipos L de C. trachomatis [494]: RealCycler® Universal CHSL-U/CHSL-G (Progenie 

Molecular, España), RealCycler® Universal ULCGEN-U/ULCGEN-G (Progenie Molecular, 

España), VIASURE H. ducreyi + CT LGV Real-Time PCR Detection Kit (CerTest BIOTEC, 

España) y AllplexTM 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 amplificación de ácidos nucleicos para su detección. 

La mayoría de estas estrategias van dirigidas frente a los genes ompA y/o pmpH [495], 

aunque la estrategia basada en la deleción de 36 pb del gen pmpH ha sido la más 

ampliamente utilizada [256].  

Según las últimas guías europeas sobre el manejo del LGV, idealmente la detección de 

los genotipos L debería estar disponible en todos de los países europeos. Sin embargo, 

el diagnóstico de LGV no está disponible en la mayoría de los entornos, y habitualmente 

sólo un centro de referencia a nivel nacional realiza el diagnóstico [209]. En España, sólo 

el 65% de los laboratorios dispone de técnicas para la adecuada detección de estos 

genotipos [496].  

La carga bacteriana de C. trachomatis puede limitar la sensibilidad de los métodos 

diagnósticos disponibles, pues puede variar en función de distintos factores. Por un lado, 

las localizaciones anorrectal y faríngea de C. trachomatis se han asociado a menores 

cargas bacterianas que la localización genital [497]. Además, diversos autores han 

postulado que una mayor carga bacteriana podría estar asociado a una mayor severidad 

de la infección [498], lo que podría hacer pensar que las infecciones asintomáticas 

podrían cursar con cargas bacterianas más bajas. Esta afirmación ha sido demostrada 

en la infección genital, pues la presencia de síntomas como secreción vaginal y uretral 
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se han asociado consistentemente con una mayor carga bacteriana [499]. Sin embargo, 

no se ha visto asociación en la infección anorrectal por C. trachomatis [500]. Asimismo, 

se ha observado que las cargas bacterianas en infecciones urogenitales de repetición 

son más bajas [501], lo cual podría estar relacionado con el desarrollo parcial de 

inmunidad frente a estas infecciones; no obstante, esto no ha quedado demostrado en 

la infección anorrectal [502]. Estos estudios no diferencian en ningún caso entre 

genotipos L y no L de C. trachomatis, y, por tanto, en el caso de LGV no se puede conocer 

con exactitud el papel de la carga bacteriana en la detección por los métodos 

diagnósticos disponibles.  

2.3.2.  Impacto en el control de la epidemia de LGV 

Diversos autores han postulado que las infecciones extrarrectales y asintomáticas por 

estos genotipos podrían actuar como reservorio contribuyendo al mantenimiento de la 

epidemia; de hecho, hasta en un 6,8% de las parejas de pacientes con infección 

anorrectal por genotipos L presentaron infección uretral por estos mismos genotipos 

[245], revelando el posible papel de esta localización en la transmisión de la infección. 

Para el control de la epidemia actual por LGV deben establecerse una serie de medidas 

que aborden, entre otras, las cuestiones anteriores. Un ejemplo reciente que nos puede 

ayudar a entender cómo abordar el control de la epidemia causada por los genotipos L 

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

 

Figura 59. Principales semejanzas y diferencias entre las epidemias asociadas a los genotipos L y 

mpox [503].  
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Ambos patógenos tienen en común que, aun siendo endémicos en otras regiones, 

estaban ausentes en Europa, y ocasionaron una epidemia como consecuencia de una 

entrada única que se dispersó través de los contactos sexuales, fundamentalmente 

entre HSH. En el caso de mpox, se declaró la alerta internacional, lo que generó 

preocupación en la población, las técnicas moleculares se implementaron rápidamente 

en los laboratorios y se llevó a cabo la búsqueda activa de mpox en varias localizaciones, 

incluyendo a los individuos asintomáticos; además, se dispone de una vacuna. Por el 

contrario, el diagnóstico de LGV no se ha implementado en muchos laboratorios, su 

diagnóstico en ocasiones se realiza con retraso por confusión con otras patologías y no 

se sospechan las infecciones asintomáticas. Para intentar controlar la epidemia, 

debemos por tanto extender la disponibilidad de técnicas de genotipado en todos los 

laboratorios, aumentar la búsqueda activa en población asintomática en muestras 

extragenitales e incluir el LGV en el diagnóstico diferencial de enfermedades 

gastrointestinales no infecciosas. 
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

La epidemia actual de LGV afecta fundamentalmente a HSH, con una alta prevalencia en 

muestras de localización anorrectal. Sin embargo, varios autores han sugerido un 

infradiagnóstico en muestras no rectales. La elevada proporción de infección 

asintomática y la menor carga bacteriana en estas localizaciones podría ser una de las 

causas del mantenimiento de la epidemia y el elevado número de individuos infectados. 

Conocer la prevalencia de la infección 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 capítulo fueron:  

1. Desarrollo de una nueva PCR a tiempo real anidada que permita aumentar la 

sensibilidad para la detección 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 diagnóstica para la detección de los casos de LGV. 

3. Reevaluar la prevalencia de genotipos L en muestras de localización extrarrectal 

y en infecciones asintomáticas mediante el uso de la nueva PCR diagnóstica en 

muestras clínicas que previamente habían sido clasificadas como negativas para 

los genotipos L.  

4. Evaluar el impacto clínico de la detección de nuevos diagnósticos de LGV.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Extracción del material genético 

La extracción del material genético de las muestras utilizadas en este capítulo se llevó a 

cabo mediante el sistema automatizado NucliSENS EasyMag (bioMérieux, Marcy 

l’Etoile, France), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizó un volumen inicial 

de 300 L y un volumen de elución de 50 L.  

2. Controles 

En todos los ensayos de PCR se utilizaron dos oligonucleótidos sintéticos gBlocksTM 

(Integrated DNA Technologies, IS, Estados Unidos) diseñados frente a los genes pmpH 

de las cepas de referencia L2/434/Bu (AM884176) y C. trachomatis G-9301 (CP0019399) 

como controles de genotipos L y no L de C. trachomatis, respectivamente. La secuencia 

de estos oligonucleótidos, de 450 pb cada uno, se muestra en la Tabla 10. Además, se 

utilizaron 10 muestras previamente caracterizadas mediante secuenciación de los genes 

pmpH y ompA como controles adicionales, correspondientes a 5 genotipos L y 5 

genotipos no-L.  

Tabla 10. Secuencia de los oligonucleótidos sintéticos gBlocksTM utilizados como controles en los 

experimentos realizados en este capítulo.  

Cepa de 
referencia 

Secuencia (5´-3´) 

L2/434/Bu 
(Genotipo L) 

AGGGCCAGTTCTTCAAAATTATGCCTTCATTTCAGCAGGAGAGACACTTACTCTGAG
AGATTTTTCGAGTCTGATGTTCTCGAAAAATGTTTCTTGCGGAGAAAAGGGAATGAT
CTCCGGGAAAACCGTGAGTATTTCCGGAGCAGGCGAAGTGATTTTCTGGGATAACT
CCGTGGGGTATTCTCCTTTATCTACTGTGCCAACCTCATCATCAACTCCGCCTGCTCC
AACAGTTAGTGATGCTCGGAAAGGGTCTATTTTTTCTGTAGAGACTAGTTTGGAGAT
CTCAGGCGTCAAAAAAGGGGTCATGTTCGATAATAATGCCGGGAATTTCGGAACAG
TTTTTCGAGGTAAGAATAATAATAATGCTGGTGGTGGAGGCAGTGGTTCCGCTACA

CCATCAAGTACGACTTTTACAGTTAAAAACTGTAAAGGGAAAGTTTCTTTCAC 

G-9301  
(Genotipo no-L) 

AGGGCCAGTTCTTCAAAATTATGCCTTCATTTCAGCAGGAGAGACACTTACTCTGAA
AGATTTTTCGAGTTTGATGTTCTCGAAAAATGTTTCTTGCGGAGAAAAGGGAATGAT
CTCAGGGAAAACCGTGAGTATTTCCGGAGCAGGCGAAGTGATTTTCTGGGATAACT
CTGTGGGGTATTCTCCTTTGTCTACTGTGCCAGCATCGACTCCAACTCCTCCAGCACC
AGCACCAGCTCCTGCTGCTTCAAGCTCTTTATCTCCAACAGTTAGTGATGCTCGGAA
AGGGTCTATTTTTTCTGTAGAGACTAGTTTGGAGATCTCAGGCGTCAAAAAAGGGG
TCATGTTCGATAATAATGCCGGGAATTTCGGAACAGTTTTTCGAGGTAAGAATAATA

ATAATGCTGGTGGTGGAGGCAGTGGTTCCGCTACACCATCAAGTACGACTTT 
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3. Diseño de la qPCR anidada en un solo tubo 

En línea con las estrategias previamente publicadas, se diseñó una nueva PCR basándose 

en la deleción de 36 pb del gen pmpH presente exclusivamente en los genotipos L de C. 

trachomatis [256]. Se optó por el diseño de una qPCR anidada en un solo tubo, para lo 

cual se utilizaron dos pares de cebadores con una amplia diferencia en sus temperaturas 

de hibridación, de 70ºC y 60ºC. Los cebadores y la sonda utilizadas para este ensayo se 

muestran en la Tabla 11. 

Tabla 11: cebadores y sonda utilizados para la detección de los genotipos L mediante la qPCR anidada 

en un solo tubo.  

Cebador Secuencia (5´-3´) Tm (ºC) 
Tamaño 

amplicón  
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 amplificación se llevaron a cabo en un volumen final de 25 l 

conteniendo 15 l de 2x Taqman Fast PCR Master Mix (Applied Biosystems), una 

concentración final de 150 nM para los cebadores y 200 nM para la sonda, y 5 l del 

ADN previamente extraído. Esta qPCR se llevó a cabo en termocicladores 7500 Fast Real 

Time (Applied Biosystems), con las siguientes condiciones: 1 ciclo de activación de la 

polimerasa a 94ºC durante 1 min, seguido de 15 ciclos a 94ºC durante 5 segundos para 

la desnaturalización de las hebras de ADN y 70ºC durante 45 segundos para la 

hibridación de los cebadores externos y posterior elongación; a continuación, 40 ciclos 

a 94ºC durante 5 segundos y 60ºC durante 30 segundos para la hibridación de los 

cebadores internos y la sonda y posterior elongación. La adquisición de la señal de 

fluorescencia se realizó durante el paso de hibridación y elongación a 60ºC.  

Una vez seleccionadas las concentraciones óptimas y las condiciones de la qPCR, se 

determinó la eficiencia (E) y el coeficiente de correlación (R2); para ello, se realizaron 7 

diluciones seriadas 1:10 del oligonucleótido sintético gBlocksTM para el gen pmpH de la 

cepa L2/434/Bu, partiendo de una concentración de 103 ng/ml y utilizando 3 réplicas 

para cada concentración. Se realizó una recta patrón a partir de los valores de Ct (cycle 
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threshold) obtenidos para cada dilución, calculándose a partir de ella el R2 y la E, 

utilizando la siguiente fórmula: E = [(10
(−

1

𝑚
)
) − 1], siendo m la pendiente de la recta.  

3.1. Evaluación analítica de la qPCR anidada en un solo tubo 

Tras la optimización de la qPCR anidada en un solo tubo, ésta se comparó con una qPCR 

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

La reacción de amplificación de la qPCR simple se realizó en un volumen final de 25 l 

conteniendo 12,5 l de 2x Taqman Fast PCR Master Mix (Applied Biosystems), una 

concentración final de 150 nM para los cebadores y 100 nM para la sonda, y 5 l del 

producto amplificado obtenido en la PCR-1. Las condiciones fueron las siguientes: 1 ciclo 

de activación de la polimerasa a 94ºC durante 1 min, seguido de 40 ciclos a 94ºC durante 

5 segundos para la desnaturalización de las hebras de ADN y 60ºC durante 30 segundos 

para la hibridación de los cebadores internos y posterior elongación. La adquisición de 

la señal de fluorescencia se realizó durante el paso de hibridación y elongación a 60ºC.  

La sensibilidad analítica de ambas qPCR se evaluó mediante la utilización de diluciones 

seriadas 1:10 de los fragmentos gBlocksTM de la cepa L2/434/Bu desde una 

concentración inicial de 103 ng/ml hasta 10-3 ng/ml. Para el cálculo del límite de 

detección de cada qPCR se realizaron 20 réplicas de cada dilución, siendo el límite de 

detección la concentración más baja a la que se obtuvo una amplificación positiva de 

forma reproducible con una probabilidad del 95%; por tanto, al realizarse 20 réplicas, el 

límite será la concentración más 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 qPCR en una selección aleatoria de 100 muestras en las que previamente se 

habían detectado genotipos L de C. trachomatis mediante la amplificación y 

secuenciación de los genes pmpH y ompA.  

3.2. Evaluación clínica 

Una vez la qPCR anidada fue evaluada, se seleccionaron retrospectivamente 1.700 

muestras en las que se detectó C. trachomatis pero que resultaron negativas para los 

genotipos L mediante el ensayo de qPCR habitual utilizado en la rutina diagnóstica 

(Capítulo I). Estas muestras procedían de pacientes atendidos en tres centros: Hospital 

Universitario Ramón 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 evaluación, 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 capítulo 

son distintos a los cebadores utilizados en la rutina diagnóstica habitual de LGV (Tabla 

1, Capítulo I), paralelamente a estos ensayos también se realizó la qPCR utilizada en el 

diagnóstico. 

3.2.1.  Confirmación de los resultados positivos 

Todas las muestras en las que se obtuvo una amplificación positiva para los genotipos L 

utilizando la qPCR 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 la 

sonda; seguidamente, se llevó a cabo el análisis de las curvas de disociación.  

Para esta qPCR se empleó un volumen final de 20 L conteniendo los siguientes 

reactivos: 10 L de NZYSupreme qPCR Green Master Mix (2x) (NZYTech, Lisboa, 

Portugal), una concentración final de las dos parejas de cebadores de 400 nM cada uno 

y 5 L 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 activación de la polimerasa a 95ºC durante 3 minutos, seguido 

de 15 ciclos a 94ºC durante 1 minuto para la desnaturalización de las hebras de ADN, 

70ºC durante 30 segundos para la hibridación de los cebadores externos y elongación a 

72ºC; a continuación, 40 ciclos a 94ºC durante 1 minuto, 60ºC durante 30 segundos para 

la hibridación de los cebadores internos y la sonda y elongación a 72ºC. La adquisición 

de la señal de fluorescencia se realizó durante el paso elongación a 72ºC durante los 

últimos 40 ciclos. Tras la PCR, las curvas de disociación se obtuvieron mediante la 

aplicación de un gradiente de temperatura ascendente, de 65ºC a 95ºC, a una velocidad 

de 0,5ºC/5 seg.  

3.2.2.  Datos clínicos y epidemiológicos 

Se revisaron las historias clínicas de los pacientes en los que se detectaron genotipos L 

previamente no diagnosticados, recogiéndose datos clínicos y epidemiológicos. Entre 

ellos, se recogieron edad, sexo, grupo de riesgo, síntomas y signos, estado serológico 

frente al VIH, ITS concomitantes, tratamiento recibido y controles posteriores al 

diagnóstico. 
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RESULTADOS 

1. Evaluación analítica 

1.1. Eficiencia y rango de linealidad 

La curva estándar se construyó utilizando tres réplicas de 7 diluciones, desde una 

concentración inicial de 103 ng/ml a 10-5 ng/ml, estableciéndose el rango lineal entre 

103-10-2 ng/ml, con un R2=0,996. La eficiencia de la reacción de amplificación en el rango 

lineal fue del 97,95% (Figura 60).  

 

Figura 60. Recta estándar obtenida a partir de las diluciones seriadas (103-10-2 ng/ml) de los 

fragmentos gBlocksTM de la cepa L2/434/Bu (genotipo L) utilizando la qPCR anidada en un solo tubo.  

1.2. Límite de detección 

Para el cálculo de los límites de detección se utilizaron las concentraciones de 103 ng/ml 

a 10-3 ng/ml, pues en los experimentos previos no se obtuvo ningún resultado positivo 

con las concentraciones de 10-4 y 10-5 ng/ml. El límite de detección para las qPCR 

anidadas en un solo tubo fue 10-2 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 más bajos que para la qPCR simple, valor que disminuyó una media de 11,5 

ciclos (Figura 61).  
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Figura 61. Diagrama de cajas y bigotes obtenido a partir de los valores de Ct para cada una de las 

qPCR evaluadas. Se utilizaron un total de 100 muestras positivas para los genotipos L.  

2. Evaluación clínica: impacto de las infecciones no diagnosticadas 

2.1. Nuevos diagnósticos 

Se analizaron un total de 1.700 muestras previamente negativas para la detección 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 faríngeas y 24/1.700 

(1,4%) úlceras.  

Utilizando la qPCR simple tanto con los cebadores internos (Tabla 11) como con los 

cebadores utilizados a lo largo de esta Tesis (Tabla 1, Capítulo I), no se obtuvo 

amplificación positiva para los genotipos L de C. trachomatis. Sin embargo, utilizando la 

qPCR anidada en un solo tubo se obtuvo amplificación 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 úlceras, 4/91 (4,4%) uretrales, 

3/91 (3,3%) faríngeas, 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 análisis de las curvas de disociación. Este análisis reveló que 89/91 

(97,8%) muestras amplificaron con un único pico a 810,5ºC, idéntico a los controles 

positivos incluidos en los ensayos de qPCR y diferente a la temperatura de disociación 

obtenida para los controles de genotipos no L (82,5 0,5ºC) (Figura 62), confirmándose 

la presencia de un gen pmpH correspondiente a los genotipos L. Sólo 2/91 muestras 

rectales no se confirmó la presencia de genotipos L mediante la qPCR anidada en un solo 

tubo.  
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Figura 62. Curvas de melting o disociación obtenidas para los genotipos L (en azul, Tª de melting = 

810,5ºC) y los genotipos no L (en rosa, Tª de melting = 82,50,5ºC). RFU: relative fluorescence units. 

En la rutina diagnóstica habitual, durante el periodo de estudio (23 meses), C. 

trachomatis se detectó 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 faríngeos (8,7), 88 úlceras (2%), 3 conjuntivales y 2 adenopatías. Utilizando la 

qPCR habitual, se detectaron 458 genotipos L, lo que supone una prevalencia global del 

10,5%. Aunque sólo 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 diagnósticos más de LGV 

supone una nueva prevalencia del 12,6% (547/4.353), y, por tanto, un aumento del 20%, 

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

Atendiendo al tipo de muestra, se observó un aumento del número de genotipos L 

detectados en todas las muestras, observándose los mayores incrementos en las 

muestras faríngeas y uretrales (Tabla 12). Cuando evaluamos conjuntamente la 

infección 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 localización utilizando la qPCR simple y la qPCR anidada 

en un solo tubo.  

Tipo de 
muestra 

Genotipos L 
detectados 

mediante qPCR 
simple (n=4.353) 

Genotipos L 
detectados mediante 
qPCR anidada en un 
solo tubo (n=1.700) 

Nueva 

prevalencia 

Incremento 
en la 

prevalencia 

Rectal 392/1.711 (22,9%) 74/594 (12,6%) 466/1.711 (27,2%) 18,9% 

Úlcera 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% 

Faríngeo 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 clínicos y epidemiológicos de los nuevos diagnósticos 

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 

disponía 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 úlcera.  

Finalmente, se pudo realizar la revisión de 66/86 historias clínicas, aunque no siempre 

fue posible disponer de todos los datos clínicos y epidemiológicos. Globalmente, la 

mediana de edad fue 32 años, 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 

infección por VIH, el 52,3% (30/57) estaban infectados por el VIH, la mayoría de ellos 

con una infección bien controlada y una carga viral indetectable (29/30); sólo en un 

paciente el diagnóstico de C. trachomatis coincidió con el diagnóstico de la infección por 

VIH.  

Con respecto a la sintomatología, 29/60 (48,3%) de los pacientes eran asintomáticos en 

el momento del diagnóstico; 26/54 (48,1%) para la localización rectal, 2/3 (66,7%) en las 

muestras uretrales y 1/2 (50%) en las faríngeas. Las manifestaciones clínicas más 

frecuentes a nivel rectal (incluyendo las úlceras rectales) fueron la secreción 

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 localización faríngea, se pudo 

obtener los datos clínicos en dos de ellos; uno era asintomático en el momento del 
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diagnóstico; sin embargo, el otro paciente presentaba adenopatías cervicales 

bilaterales, dolorosas y odinofagia. En cuanto a las muestras de origen uretral, dos de 

los pacientes estaban asintomáticos en el momento del diagnóstico y el tercer paciente 

presentaba una úlcera concomitante. El 62,6% de los pacientes (30/48) presentaban una 

ITS concomitante a la detección de C. trachomatis, en su mayoría N. gonorrhoeae 

(28/30). Sin embargo, no hubo diferencias en la sintomatología en función de la 

presencia concomitante de N. gonorrhoeae, siendo el porcentaje de sintomáticos 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 única de azitromicina de 1 g (37/52; 71,2%) o bien 100 mg de doxiciclina dos 

veces al día durante 7 días (5/52; 9,6%). Diez pacientes recibieron una pauta larga de 21 

días 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 clínica de infección por 

genotipos L o por persistencia de la clínica tras una semana de tratamiento. Además, 3 

pacientes acudieron de nuevo al centro poco tiempo después del diagnóstico de la 

infección por C. trachomatis por persistencia de los síntomas. En resumen, del conjunto 

de pacientes sintomáticos (31/60; 51,7%), 13 tuvieron que recibir un tratamiento más 

largo o bien los síntomas persistieron, lo que supone el 41,9% de los casos. Se realizó 

PCR de control (prueba de cura) en 19 de los 44 pacientes, con amplificación positiva 

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

En este capítulo se ha diseñado una nueva PCR con mayor sensibilidad que la PCR 

utilizada en la rutina diagnóstica habitual para la detección de los genotipos L de C. 

trachomatis. Esta PCR permitió detectar 89 casos más 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 

infección genital (50%) y faríngea (300%). En un estudio realizado en Países Bajos, 23 

HSH con infección faríngea por C. trachomatis habían tenido relaciones sexuales con 

parejas diagnosticadas de LGV, pero sólo en dos pacientes finalmente se detectaron 

genotipos L [467], lo que podría indicar que el diagnóstico 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 diagnóstica habitual podría deberse a varias causas. En primer lugar, podría 

estar relacionado con una menor carga bacteriana. En estas muestras sí se llevó a cabo 

de forma correcta la detección 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 plásmido, presente en varias copias por 

célula. Sin embargo, la detección de los genotipos L se llevó a cabo mediante una qPCR 

casera basada en la deleción del gen pmpH, gen cromosómico presente en una única 

copia por cada célula bacteriana. Además, las localizaciones rectal y faríngea de C. 

trachomatis se han asociado a menores cargas bacterianas que la localización genital 

[469,497], lo que podría hacer más difícil su detección. En segundo lugar, es posible que 

en estas muestras existiera una coinfección entre genotipos L y no-L de C. trachomatis, 

con una sobrerrepresentación de estos últimos frente a los primeros, lo que podría 

impedir la correcta detección de los genotipos L. La coinfección entre genotipos L y no-

L se ha documentado en varios estudios, con prevalencias variables; en un estudio 

realizado en España, hasta en un 10,9% de los casos se detectaron simultáneamente 

genotipos invasivos y no invasivos [167]. Sin embargo, en este capítulo no realizamos la 

evaluación de la presencia de coinfecciones y no se pudo disponer de los valores de Ct 

en el diagnóstico inicial de C. trachomatis, que nos hubiera ayudado a conocer de forma 

indirecta la carga bacteriana en esas muestras. En la revisión de las historias clínicas, 

hasta en 5 ocasiones se documentó que la amplificación 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 asintomáticas. El porcentaje de asintomáticos en nuestra serie 
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(Capítulo I) fue del 21% (46/219), muy por debajo del porcentaje de asintomáticos en 

este subgrupo. En varios estudios se ha relacionado una mayor severidad de la infección 

con mayores cargas bacterianas [498], y, por tanto, las infecciones asintomáticas 

podrían cursar con cargas bacterianas más bajas, aunque esto no se ha demostrado para 

las infecciones anorrectales [500]. Recientemente, la necesidad de la detección de las 

infecciones asintomáticas por C. trachomatis, especialmente en infecciones faríngeas y 

rectales, está siendo sometida a debate [475]. Uno de los argumentos en contra es el 

escaso impacto clínico de las infecciones asintomáticas 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, 

fístulas y estenosis rectal, aunque no existe una evidencia clara de las complicaciones 

en la infección asintomática.  

El tratamiento de la infección asintomática por C. trachomatis también ha sido discutido, 

ya que la incidencia de las ITS en población asintomática no está disminuyendo [504] y 

el sobretratamiento podría favorecer la selección de microorganismos resistentes a los 

antibióticos, especialmente en el caso de la de azitromicina [479]. Sin embargo, otros 

autores abogan que el tratamiento de estas infecciones podría ayudar a limitar la 

propagación de C. trachomatis en la población general, pudiendo reducir la 

susceptibilidad a la infección por VIH. El tratamiento de elección para la infección 

causada por los genotipos L supone un régimen más 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 mayoría un 

tratamiento corto; sin embargo, diez pacientes recibieron un tratamiento de mayor 

duración como consecuencia de la persistencia de síntomas o por alta sospecha de 

infección por genotipos L, a pesar del resultado negativo. Además, tres pacientes 

volvieron voluntariamente por persistencia de síntomas 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 óptimo, especialmente en los casos sintomáticos.  

Una limitación de la estrategia propuesta en este capítulo es que no sabemos la 

viabilidad de los genotipos detectados, y si son responsables finales de la clínica 

observada. Para ello, estrategias futuras basadas en la detección de ARN mediante PCR 

digital podrían a resolver esta cuestión [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 mayoría de los países, la falta de herramientas diagnósticas 

apropiadas o la naturaleza asintomática de la infección en una proporción considerable 

de pacientes [506]. Por tanto, disponer de herramientas diagnósticas adecuadas como 

la propuesta en este capítulo, es esencial para el control de la infección, especialmente 

en grupos de alto riesgo [493]. 
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1. La caracterización molecular de la epidemia de LGV en Madrid durante un periodo 

de 10 años revela un escenario cada vez más complejo, con al menos 5 nodos de 

transmisión, un incremento del 740% en el número de casos, y una mayor 

diversidad de genovariantes y detección de formas recombinantes. Como 

consecuencia, su control y erradicación serán cada vez más difíciles.  

2. El análisis de la epidemia durante estos 10 años permitió identificar 2 periodos. Si 

bien durante el 2010-2014 la epidemia parecía ralentizarse, en el periodo 2015-

2019 se observa una aceleración en el número de casos, duplicando la incidencia 

del periodo previo.  

3. El LGV sigue asociado mayoritariamente a población de hombres que tienen sexo 

con hombres, aunque se observa una lenta propagación hacia otras poblaciones en 

riesgo de exposición a infecciones de transmisión sexual.  

4. Se observa una disociación 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 disociación 

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 diagnósticas y rápido acceso al tratamiento antirretroviral frente al VIH. 

5. La pandemia por COVID-19 y las medidas instauradas tuvieron un impacto negativo 

a todos los niveles, especialmente el ámbito sociosanitario. Se observó un aumento 

de los casos diagnosticados de LGV durante el primer año pandémico, pasando de 

24,5 a 38,5 casos al mes. Además, el porcentaje de casos respecto al total de 

muestras positivas para Chlamydia trachomatis tras el fin de las medidas más 

estrictas aumentó desde el 13,1% al 28,4%, revelando como, a pesar de las 

restricciones de movilidad y distanciamiento social, la pandemia de COVID-19 

aceleró la dispersión y descontrol de la epidemia de LGV. 
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6. El esquema de tipado molecular propuesto en esta Tesis basado en la selección de 

los genes más variables de los genotipos L proporciona el mayor poder de 

discriminación comparado con los actuales esquemas disponibles para el tipado de 

C. trachomatis, a excepción de la secuenciación de genomas completos. Se trata por 

tanto de una herramienta muy útil para conocer con mayor precisión la 

epidemiología del LGV, así como para evaluar situaciones clínicas como las 

reinfecciones o el fracaso del tratamiento.  

7. El análisis temporal de las genovariantes detectadas mediante el esquema 

propuesto reveló la selección y éxito adaptativo de las genovariantes responsables 

de cada nodo de transmisión. Por otro lado, el análisis espacial mostró que la zona 

centro de Madrid es un área crítica en la transmisión del LGV, donde se observa una 

mayor acumulación de genovariantes.  

8. La nueva PCR anidada para la detección de los genotipos L mostró una sensibilidad 

superior a las técnicas de diagnóstico habitual, lo que permitió identificar 89 nuevos 

casos de LGV que no habían sido previamente detectados por las técnicas 

convencionales. La elevada detección de casos asintomáticos y en muestras de 

origen no rectal indica que el diagnóstico en estas situaciones puede no estar 

totalmente optimizado.  

9. La detección de casos que habían pasado desapercibidos mediante la utilización de 

las técnicas diagnósticas habituales revela su posible implicación en el 

mantenimiento de la epidemia de LGV, por lo que su correcta detección es esencial 

para abordar el control de la infección 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 fromMarch

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, 58.2, 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 Ramón 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 1,2. These
analyses require serum samples. As quality markers, wemeasured
the time elapsed between diagnosis and the linking of treatment
and follow-up with a specialized physician in pre-pandemic and

1https://www.mscbs.gob.es/ciudadanos/enfLesiones/enfTransmisibles/sida/docs/

GuiaRecomendacionesDiagnosticoPrecozVIH.pdf
2https://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/µL) 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 formultiple 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 (Table 1). 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/µL 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

First phase Second phase Third phase

First wave Second wave Third wave Fourth wave Fifth wave Sixth wave

Pre-P Pand Pre-P Pand Pre-P Pand Pre-P Pand Pre-P Pand Pre-P Pand

(a) HPV

Number of analyzed samples 1097 323 1000 885 650 806 840 982 660 632 650 708

Difference of analyzed samples

(%) in pandemic waves

−70.5% −115 (−11.5%) 156 (24.0%) 142 (16.9%) −28 (−4.2%) 58 (8.9%)

Difference of analyzed samples

(%) in pandemic phases

–774 (–70.5%) 41 (2.5%) 172 (8.0%)

Infected patients 544 165 489 388 101 179 165 195 198 130 351 274

Difference of new patients (%) in

pandemic waves

−70% −20% 70% 20% −35% −22%

Difference of new patients (%) in

pandemic phases

–379 (–69.6%) –23 (–3.9%) –115 (–16.1%)

(b) HCV

Number of analyzed samples 12047 7233 12378 9415 7650 8827 9074 8836 8722 7733 7650 7955

Difference of analyzed samples

(%) in pandemic waves

−40% −2963 (−23.9%) 1177 (15.3%) −238 (−2.6%) −989 (−11.3%) 305 (4.0%)

Difference of analyzed samples

(%) in pandemic phases

–4814 (–40.0%) –1786 (–8.9%) –922 (–3.6%)

Viremic patients 57 17 64 28 13 9 40 12 13 14 26 16

Difference of viremic patients (%)

in pandemic waves

−70% −56% −30% −70% 7% −38%

Difference of viremic patients (%)

in pandemic phases

–40 (–70%) –38 (–49.3%) –37 (–46.8%)

(c) HIV

Number of analyzed samples 10986 8056 11460 8830 8339 6981 8288 7877 8214 7001 8339 7652

Difference of analyzed samples

(%) in pandemic waves

−26.7% −2630 (−22.9%) 1358 (−16.3%) −411 (−4.9%) −1213 (−14.8%) −687 (−8.2%)

Difference of analyzed samples

(%) in pandemic phases

–2930 (–26.7%) –3988 (–20.1%) –2311 (–9.3)

New infected patients 19 11 31 20 19 9 16 9 16 14 11 12

Difference of new patients (%) in

pandemic waves

−42.1% −35.5% −52.6% −43.7% −12.5% 9.1%

Difference of new patients (%) in

pandemic phases

–8 (–42.1%) –21 (–42.0%) –8 (–18.6%)

CI*/CM** ∼20/∼250 ∼40/∼100 ∼60/∼150 ∼20/∼25 ∼50/∼35 ∼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. *(CI) 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).

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 viremicHCVpatients
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)4. These results suggest
that those simulations must be interpreted with caution.

4https://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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A B S T R A C T

The population dissemination of invasive genotypes of C. trachomatis and an increase of urogenital infections
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
infections caused by non-L genotypes in symptomatic patients have been unexpected finding. The plasmid
copy number (PCN) has been proposed as a surrogate marker of virulence. We quantified the PCN in 233
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.
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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 (Rodríguez-Domínguez et al., 2014),

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 (B�eb�ear 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 (Morr�e 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-
M�erieux, Inc, Marcy l’Etoile, France). The process started from 200 mL
of sample and finished by elution of the extracted DNA in 50 mL 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 = 2�DDCt

equation previously described. In our model, R = 2�(DCtpgp8 gene-

DCtomcB) was 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 Student�s t 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 (Morr�e
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 J, 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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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).

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.
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Fig. 2. Description of signs (adenopathy, proctitis, rectal bleeding and rectal ulcers) and symptoms (pain and secretion) among the patients infected with different C. trachomatis
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
among different L-variants and urogenital T1 and T2 lineages. (C) Main clinical findings with regard to genotype detected. *Only D+G genotypes were included. The number of sam-
ples included in each analyzed variable is described in supplementary material Table S2.
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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 glgA 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 J 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 et al., 2021).

Fig. 3. Plasmid/chromosome ratio among the different C. trachomatis genotypes following the classification previously described (Seth-Smith et al., 2009), for three main clinical
criteria, presence of signs (adenopathy, proctitis, rectal bleeding and rectal ulcers), symptomatic (pain and secretion), or asymptomatic patients. Neither in the overall population
nor by genotype division did the PCN of patients that presented signs show significant differences with the PCN of strains associated with symptoms or those associated with
asymptomatic patients. *Only D+G genotypes were included. See Table S2 for the absolute number of samples.
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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.

Funding

This study was supported by the Instituto de Salud Carlos III
(Spain) co-financed by the European Development Regional Fund (A
Way to Achieve Europe program (PI16-01242, PI20/01397 and CB06/
02/0053).

Authors’ contributions

Jos�e María L�opez-Pintor: conceptualization, data curation, formal
analysis, investigation and writing; Laura Martínez-García: conceptu-
alization, formal analysis, investigation, methodology, software and
supervision; Ainhize Maruri: data curation, formal analysis and
investigation; Blanca Men�endez: data curation and resources; Teresa
Puerta: data curation and resources; Concepcion Rodríguez: data
curation and investigation; Jos�e María Gonz�alez-Alba: conceptualiza-
tion, formal analysis, methodology, software, supervision and valida-
tion; Mario Rodríguez-Domínguez: conceptualization, methodology,
supervision and validation; Juan Carlos Gal�an: conceptualization, for-
mal analysis, investigation, funding acquisition, methodology, project
administration, resources, supervision, validation and writing.

Declaration of competing interest

The authors have no competing interests to declare.

Acknowledgments

We thank Instituto de Salud Carlos III (Spain) for the research sup-
port. We thank Clinical Sandoval staff, and also Mary Harper for cor-
rections to the English. The funders had no role in study design, data
collection and interpretation, or the decision to submit the study for
publication.

Supplementary materials

Supplementary material associated with this article can be found
in the online version at doi:10.1016/j.diagmicrobio.2021.115610.

References

B�eb�ear C, de Barbeyrac B. Genital Chlamydia trachomatis infections. Clin Microbiol
Infect 2009;15:4–10.

Borges V, Ferreira R, Nunes A, Nogueira P, Borrego MJ, Gomes JP. Normalization strate-
gies for real-time expression data in Chlamydia trachomatis. J Microbiol Methods
2010;82:256–64.

Carlson JH, Whitmire WM, Crane DD, Wicke L, Virtaneva K, Sturdevant DE, et al. The
Chlamydia trachomatis plasmid is a transcriptional regulator of chromosomal
genes and a virulence factor. Infect Immun 2008;76:2273–83.

Chlamydia infection. Annual epidemiological report for 2017. European Centre for Dis-
ease Prevention and Control 2019 accessed 16 November 2021.

Crowell TA, Hardick J, Lombardi K, Parker Z, Kokogho A, Amusu S, et al. Asymp-
tomatic lymphogranuloma venereum among Nigerian men who have sex
with men. Sex Transm Infect 2018;94:578–81.

Dirks J a MC, Janssen K, Hoebe CJPA, Geelen THB, Lucchesi M, Dukers-Muijrers
NHTM, et al. Chlamydia trachomatis intra-bacterial and total plasmid copy
number in clinical urogenital samples. Sci Rep 2021;11:259.

Fakhry C, Marks MA, Gilman RH, Cabrerra L, Yori P, Kosek M, et al. Comparison of
the immune microenvironment of the oral cavity and cervix in healthy
women. Cytokine 2013;64:597–604.

Harris SR, Clarke IN, Seth-Smith HMB, Solomon AW, Cutcliffe LT, Marsh P, et al. Whole-
genome analysis of diverse Chlamydia trachomatis strains identifies phylogenetic
relationships masked by current clinical typing. Nature Genet 2012;44:413–9.

Last AR, Roberts CH, Cassama E, Nabicassa M, Molina-Gonzalez S, Burr SE, et al. Plasmid
copy number and disease severity in naturally occurring ocular Chlamydia tracho-
matis infection. J Clin Microbiol 2014;52:324–7.

Ma J, He C, Huo Z, Xu Y, Arulanandam B, Liu Q, et al. The cryptic plasmid improves Chla-
mydia fitness in different regions of the gastrointestinal tract. Infect Immun
2020;88: e00860-19.

Morr�e SA, Spaargaren J, Fennema JSA, de Vries HJC, Coutinho RA, Pe~na AS. Real-time
polymerase chain reaction to diagnose lymphogranuloma venereum. Emerging
Infect Dis 2005;11:1311–2.

Newman L, Rowley J, Vander Hoorn S, Wijesooriya NS, Unemo M, Low N, et al. Global
estimates of the prevalence and incidence of four curable sexually transmitted
infections in 2012 based on systematic review and global reporting. PLoS ONE
2015;10: e0143304.

Patton DL, Sweeney YC, Baldessari AE, Cles L, Kari L, Sturdevant GL, et al. The Chlamydia
trachomatis Plasmid and CT135 virulence factors are not essential for genital tract
infection or pathology in female pig-tailed macaques. Infect Immun 2018;86:
e00121-18.

Pickett MA, Everson JS, Pead PJ, Clarke IN. The plasmids of Chlamydia trachomatis and
Chlamydophila pneumoniae (N16): accurate determination of copy number and
the paradoxical effect of plasmid-curing agents. Microbiology (Reading)
2005;151:893–903.

Quint KD, Bom RJM, Bruisten SM, van Doorn LJ, Nassir Hajipour N, Melchers WJG, et al.
Comparison of three genotyping methods to identify Chlamydia trachomatis geno-
types in positive men and women. Mol Cell Probes 2010;24:266–70.

Rodriguez-Dominguez M, Gonzalez-Alba JM, Puerta T, Menendez B, Sanchez-Diaz AM,
Canton R, et al. High prevalence of co-infections by invasive and non-invasive
Chlamydia trachomatis genotypes during the Lymphogranuloma venereum out-
break in Spain. PLoS ONE 2015;10: e0126145.

Rodríguez-Domínguez M, Puerta T, Men�endez B, Gonz�alez-Alba JM, Rodríguez C, Hellín
T, et al. Clinical and epidemiological characterization of a lymphogranuloma vene-
reum outbreak in Madrid, Spain: co-circulation of two variants. Clin Microbiol
Infect 2014;20:219–25.

Rowley J, Vander Hoorn S, Korenromp E, Low N, Unemo M, Abu-Raddad LJ, et al. Chla-
mydia, gonorrhoea, trichomoniasis and syphilis: global prevalence and incidence
estimates, 2016. Bull World Health Organ 2019;97:548–562P.

Saxon C, Hughes G, Ison C. UK LGV Case-Finding Group. Asymptomatic lymphogranu-
loma venereum in men who have sex with men, United Kingdom. Emerging Infect
Dis 2016;22:112–6.

Seth-Smith HMB, Harris SR, Persson K, Marsh P, Barron A, Bignell A, et al. Co-evolution
of genomes and plasmids within Chlamydia trachomatis and the emergence in
Sweden of a new variant strain. BMC Genomics 2009;10:239.

Seth-Smith HMB, Harris SR, Skilton RJ, Radebe FM, Golparian D, Shipitsyna E, et al.
Whole-genome sequences of Chlamydia trachomatis directly from clinical samples
without culture. Genome Res 2013;23:855–66.

Song L, Carlson JH, Whitmire WM, Kari L, Virtaneva K, Sturdevant DE, et al. Chlamydia
trachomatis Plasmid-Encoded Pgp4 is a transcriptional regulator of virulence-asso-
ciated genes. Infect Immun 2013;81:636–44.

Spaargaren J, Schachter J, Moncada J, de Vries HJ, Fennema HS, Pe~na AS, et al. Slow epi-
demic of lymphogranuloma venereum L2b strain. Emerg Infect Dis 2005;11:1787–
8.

Thomson NR, Holden MTG, Carder C, Lennard N, Lockey SJ, Marsh P, et al. Chlamydia
trachomatis: genome sequence analysis of lymphogranuloma venereum isolates.
Genome Res 2008;18:161–71.

Versteeg B, Bruisten SM, Pannekoek Y, Jolley KA, Maiden MCJ, van der Ende A, et al.
Genomic analyses of the Chlamydia trachomatis core genome show an association
between chromosomal genome, plasmid type and disease. BMC Genomics
2018;19:130.

Yang C, Kari L, Lei L, Carlson JH, Ma L, Couch CE, et al. Chlamydia trachomatis plasmid
gene protein 3 is essential for the establishment of persistent infection and associ-
ated immunopathology. mBio 2020;11: e01902-20.

Yang C, Starr T, Song L, Carlson JH, Sturdevant GL, Beare PA, et al. Chlamydial lytic exit
from host cells is plasmid regulated. mBio 2015;6: e01648-15.

Yeow TC, Wong WF, Sabet NS, Sulaiman S, Shahhosseini F, Tan GMY, et al. Prevalence
of plasmid-bearing and plasmid-free Chlamydia trachomatis infection among
women who visited obstetrics and gynecology clinics in Malaysia. BMC Microbiol
2016;16:45.

6 J.M. L�opez-Pintor et al. / Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 102 (2022) 115610

Descargado para Anonymous User (n/a) en Community of Madrid Ministry of Health de ClinicalKey.es por Elsevier en junio 13, 2022. Para uso 
personal exclusivamente. No se permiten otros usos sin autorización. Copyright ©2022. Elsevier Inc. Todos los derechos reservados.

https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2021.115610
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0001
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0001
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0001
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0001
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0002
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0002
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0002
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0003
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0003
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0003
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0004
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0004
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0006
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0006
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0006
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0007
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0007
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0007
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0008
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0008
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0008
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0009
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0009
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0009
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0011
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0011
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0011
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0011
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0011
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0012
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0012
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0012
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0012
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0013
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0013
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0013
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0013
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0014
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0014
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0014
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0014
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0016
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0016
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0016
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0016
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0017
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0017
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0017
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0017
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0017
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0017
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0018
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0018
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0018
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0019
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0019
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0019
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0021
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0021
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0021
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0022
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0022
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0022
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0023
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0023
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0023
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0023
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0024
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0024
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0024
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0026
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0026
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0026
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0027
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0027
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0028
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0028
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0028
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0028


Zhang T, Huo Z, Ma J, He C, Zhong G. The plasmid-encoded pGP3 promotes Chlamydia
evasion of acidic barriers in both stomach and vagina. Infect Immun 2019;87:
e00844-18.

Zhong G. Chlamydial plasmid-dependent pathogenicity. Trends Microbiol
2017;25:141–52.

Zhong G. Chlamydia spreading from the genital tract to the gastrointestinal tract - A
two-hit hypothesis. Trends Microbiol 2018;26:611–23.

Zou Y, Lei W, Su S, Bu J, Zhu S, Huang Q, et al. Chlamydia trachomatis plasmid-encoded
protein Pgp3 inhibits apoptosis via the PI3K-AKT-mediated MDM2-p53 axis. Mol
Cell Biochem 2019;452:167–76.

J.M. L�opez-Pintor et al. / Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 102 (2022) 115610 7

Descargado para Anonymous User (n/a) en Community of Madrid Ministry of Health de ClinicalKey.es por Elsevier en junio 13, 2022. Para uso 
personal exclusivamente. No se permiten otros usos sin autorización. Copyright ©2022. Elsevier Inc. Todos los derechos reservados.

http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0029
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0029
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0029
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0031
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0031
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0032
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0032
http://refhub.elsevier.com/S0732-8893(21)00301-1/sbref0032


 

 

 



D
ow

nloaded
from

http://journals.lw
w
.com

/stdjournalby
BhD

M
f5ePH

Kav1zEoum
1tQ

fN
4a+kJLhEZgbsIH

o4XM
i0hC

yw
C
X1AW

nYQ
p/IlQ

rH
D
3i3D

0O
dR

yi7TvSFl4C
f3VC

1y0abggQ
ZXdtw

nfKZBYtw
s=

on
11/29/2021

Downloadedfromhttp://journals.lww.com/stdjournalbyBhDMf5ePHKav1zEoum1tQfN4a+kJLhEZgbsIHo4XMi0hCywCX1AWnYQp/IlQrHD3i3D0OdRyi7TvSFl4Cf3VC1y0abggQZXdtwnfKZBYtws=on11/29/2021

Anorectal Lymphogranuloma Venereum
in Madrid: A Persistent Emerging Problem in Men

Who Have Sex With Men
Alfonso Cabello Úbeda, MD,* Ricardo Fernández Roblas, MD, PhD,† Rosa García Delgado, PhD,‡

Laura Martínez García, MD,§ Fabiola Sterlin, MD,*
Manuel L. Fernández Guerrero, MD, PhD,* and Miguel Górgolas, 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
menwho have had sex withmen (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 HIVand STD patients.

Serovars A-C of Chlamydia trachomatis cause trachoma, which
occurs mainly in developing countries; serovars D-K are

responsible for oculogenital infections, and serovars L1, L2, and
L3 cause lymphogranuloma venereum (LGV).1,2 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 andmay induce genital ulcers and inguinal lymphadenop-
athies after passing the epithelial surface.2–4 Lymphogranuloma
venereum serovar infection can present itself as an inguinal syn-
drome with painful inguinal lymphadenopathy or as an anorectal
syndromewith 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.1–3,5

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.6 Since 2003, outbreaks
of LGV have been identified in many Western countries. First in
the Netherlands,7 and subsequently in other parts of Europe, North
America, and among the world's wealthiest countries.2,8,9 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.9 Most cases have been recognized as LGV serovar
L2b,mainly inmenwho have sex withmen (MSM).10 L2b serovar
already circulated among MSM in San Francisco in 1981,9 sug-
gesting that it has had a slow rising epidemic, unnoticed for more
than 20 years among MSM in high-income countries.11

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).3,7,8,12,13 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.14

The first case of LGV in an MSM in Spain was reported in
2005 in Barcelona,12 and subsequently additional cases were re-
ported inMadrid15 and other cities.16 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 Fundación Jiménez Díaz, 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 CTwere 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.17,18

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 IIa, 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.19 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 (artusR Herpes
simplex virus ½ 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

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 Fundación
Jiménez Díaz 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

themwereMSM. Twenty-three (88%)werewhite; 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, 25–45 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/μL 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) LGVAlone (n = 17) LGV + Others Anorectal STDs (n = 9)

HIV status All
Positive (receiving Highly active antiretroviral
therapy)/new diagnosis

24(13)/5 (92%) 15(8)/2 9(5)/3

Negative 2 (8%) 2 0
Symptoms All
Tenesmus 22 (85%) 14 (82%) 8 (89%)
Pain 23 (88%) 15 (88%) 8 (89%)
Constipation 16 (62%) 10 (59%) 6 (67%)
Anal discharge 25 (96%) 16 (94%) 9 (100%)
Fever 4 (15%) 1 (6%) 3 (33%)
Rectal bleeding 22 (85%) 15 (88%) 7 (78%)

Proctoscopy findings All
Mucopurulent exudate 25 (96%) 16 (94%) 9 (100%)
Erythema 26 (100%) 17 (100%) 9 (100%)
Erosions/bleeding 13 (50%) 9 (53%) 4 (44%)

Colonoscopy findings 14 p (54%) (n = 8) (n = 6)
Ulcers/erosions

< 5 cm 5 (19%) 3 (38%) 2 (33%)
≥ 5 cm 8(31%) 5 (63%) 3 (50%)

Pancolitis 1 (4%) 0 1 (17%)
Complications 14 p (54%) (n = 8) (n = 6)
Late complications

Haemorrhoids 6 (23%) 4 (50%) 2 (33%)
Anal fissure 5 (19%) 4 (50%) 1 (17%)
Anal fistula 2 (8%) 0 2 (33%)
Anal stricture 1 (4%) 0 1 (17%)

Other complications
Acute pancolitis 1 (4%) 0 1 (17%)

Other concurrent STDs 12 p (46%)
Gonorrhoea 7 (27%) 0 7 (78%)
Syphilis 6 (23%) 3 (18%) 3 (33%)
Acute HIV 5 (19%) 2 (12%) 3 (33%)
Herpes simplex virus −2 (per pcr) 2 (8%) 0 2 (22%)
Acute HCV 2 (8%) 1 (6%) 1 (11%)
M. genitalium 1 (4%) 0 1 (11%)

Figure 1. Rectal proctoscopy of a patient with LGV showing
severe erythema of the rectalmucosa with erosions, bleeding, and
purulent exudates.

Figure 2. Rectoscopic image of a patient with LGV showing
mucosal erythema and purulent discharge.
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acute hepatitis C infection (2 cases), andM. 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/μL, 780 cel/μL and 855 cel/μL
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-infectedMSMwho 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. trachomatis 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.14,15,20 Our 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
MSMwho practice unprotected anal intercourse.21 Human immu-
nodeficiency virus coinfection had a high association in our series
of cases, as reported by previous authors.6 Some sexual behaviors,
such as fisting or the insertion of sexual toys, seem to promotemu-
cosal injury and perhaps facilitate C. trachomatis infection as well
as HIV22 or acute hepatitis C23 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.12 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 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.

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.
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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.10 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.15,24

Diagnostic delay is also common, as seen in all of the cases
that we report herein. Although asymptomatic LGV infection has
been described,25 much of the patients present acute and severe
anorectal symptoms.8,21 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.26 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 disease27 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.5

According to the main clinical guidelines,17,18,28 empirical
treatments with doxycycline and ceftriaxone were given, and all
patients improved. Because laboratory results confirming the
LGV serovar are not routinely availablewithin aweek for most health
centers, we propose that patients with severe proctitis should receive
presumptive treatment with doxycycline for 21 days; and appropri-
ated samples should be taken to confirm the LGV diagnosis.29

Concomitant STD infections, such as acute hepatitis C23

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.30 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.8 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. trachomatis 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

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 LGVepidemics.
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