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INTRODUCCION

Las infecciones de transmision sexual (ITS) son un importante problema de salud.
Existen grupos de elevado riesgo, como trabajadores del sexo, u hombres que tienen
sexo con hombres (HSH), pero no son los Unicos grupos afectados, ultimamente ha
habido una reemergencia, afectando a practicamente todas las capas de la poblacion,

sobre todo en los grupos de edad méas joven.

En la Gltima década se ha observado un aumento progresivo de los casos de ITS en el
territorio europeo. Entre las posibles causas se encuentran los cambios en las conductas
sociales, los fendmenos migratorios y los viajes internacionales, asi como la aparicion
de centros especializados para el diagnostico y tratamiento de estas enfermedades, que
ha llevado a un mayor control y seguimiento de los grupos de riesgo.!

Ademas, la introduccion de técnicas moleculares también ha mejorado notablemente la
sensibilidad del diagnostico microbiolégico, permitiendo emplear muestras no

invasivas, lo que ha contribuido, sin duda, a este aumento de casos®.

Hay que tener en cuenta, que muchas de estas ITS, como las Ulceras genitales, facilitan
la transmision y adquisicion del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), lo que

hace muy frecuentes las coinfecciones.

La notificacion de casos de infeccion genital por C. trachomatis (CT) no es obligatoria
en la mayoria de los paises de la Union Europea. Por lo tanto, hay poca informacion
disponible a partir de los sistemas de vigilancia. En los pocos paises que si la hay, la

infeccion genital causada por CT es la ITS mas cominmente diagnosticada®.

También se observa un aumento en la proporcién de casos entre mujeres jovenes,
aunque este incremento en la notificacion puede estar sesgado por el aumento de
estudios de cribado y el empleo de técnicas moleculares altamente sensibles. Pese a
estos hechos, también existe un aumento real en el nimero de casos, acorde con la

tendencia general en las 1TS?,



Infecciones causadas por CT.

CT es una bacteria con similitudes morfoldgicas y estructurales con las bacterias Gram
negativas. Pese a que su genoma contiene los genes necesarios para su sintesis, no
contiene peptidoglucano en su pared celular, por lo que carece de rigidez y estabilidad

osmética.®

Su genoma es muy pequefio, con 894 genes codificantes de proteinas, lo que hace que
sea auxotrofa para muchos aminodcidos y nucleétidos, y por lo tanto sean

microorganismos intracelulares obligados.®

Se distinguen distintos serovares dentro de CT en base a la reactividad cruzada
antigénica en el test de inmunofluorescencia de Wang y Grayston?, con tropismo por

diferentes tejidos y distintas manifestaciones clinicas.

Los serovares A-C, que se corresponden con el biovar asociado a tracoma, tienen
tropismo fundamentalmente por la conjuntiva y causan afectacion ocular, siendo una de

las principales causas de ceguera adquirida en algunos paises en vias de desarrollo.

Los serovares de la D a la K, tienen tropismo por la mucosa anogenital, infectando
tanto uretra, como cérvix y recto. Son la principal causa de uretritis no gonocdécica
(NGU), siendo responsables de entre el 30 y el 50% de las NGU, ademas de causar otras
infecciones como cervicitis mucopurulenta, epididimitis, prostatitis aguda e infecciones
oculares en neonatos®. Son frecuentes las coinfecciones con otros patdgenos como
Neisseria gonorrhoeae y Mycoplasma genitalium. También pueden causar proctitis o
proctocolitis, pero en términos generales suele ser mucho més leve que la producida por
los serovares causantes de linfogranuloma venéreo (LGV). Se estima que dos tercios de
todos los casos de infertilidad debido a un factor tubarico y una tercera parte de todos
los casos de embarazo ectopico pueden ser debidos a una infeccién por CT no
diagnosticada. Esta es la razon de recomendar el cribado sistematico a mujeres en edad
fértil. Sin embargo la persistencia y por tanto la mayor probabilidad de desarrollar
complicaciones puede estar relacionada también con el tipo de serovar. Asi, se ha

documentado que los serovares B, D, E H, I, J y K son 2 veces mas propensos a la



persistencia que los serovares F y G, revelando la importancia del subtipado de los

serovares de CT en las infecciones genitales en mujeres.®

Los serovares L1, L2 y L3, se corresponden con el biovar causante de LGV, infectan la
mucosa genital, asi como células del sistema inmunitario (linfocitos y monocitos),
causando las Ulceras genitales y las linfadenopatias propias del LGV clasico.
Actualmente la manifestacion clinica mas frecuente es la proctitis, principalmente en

hombres que tienen sexo con hombres.®

Diagnostico microbioldgico de CT.

Actualmente, los métodos moleculares son la técnica de eleccion para el diagnostico
microbiologico de CT en muestras endocervicales, uretrales y de orina, presentando
elevada sensibilidad y especificidad (grado de recomendacion A). Sin embargo, estas
técnicas no estan validadas para muestras rectales ni faringeas, pese a ello, los datos

disponibles en la practica clinica aprueban su uso (nivel de evidencia Il1, grado B)®.

En el afio 2006 se detectd en Suecia una nueva variante de CT (variante swCT) que
contienen una supresion de 377 pares de bases en el plasmido criptico, que es la region
diana de las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (TAAN) fabricados por
Roche (Cobas Amplicor y Cobas Tagman 48), por lo que estos sistemas pueden dar
falsos resultados negativos en pacientes infectados con estas cepas. Sin embargo, la
mayoria de los sistemas comerciales actuales, utilizan dianas de amplificacion
diferentes y si que pueden detectar esta variante.(Probetec®-B-D; Gen Probe® Tec;
Gen Probe® Aptima Combo 2; Real Art Ct Kit , Quiagen®)’.

Las TAAN empleadas en la practica diaria para el diagnéstico de infecciones por CT,
pueden detectar las variantes causantes de LGV, pero no son capaces de distinguir entre
serovariedades LGV y no-LGV. Ademas, como ya hemos comentado, estas técnicas no
estdn validadas para muestras rectales, que son en las que mas frecuentemente se

detectan las variantes de LGV, dada su elevada asociacion a proctitis.



Tratamiento de las infecciones por variedades LGV y no-LGV de CT.
El tratamiento para las serovariedades LGV y no-LGV es diferente.

En la actualidad el tratamiento de eleccion para las infecciones urogenitales por CT de
las serovariedades no causantes de LGV es azitromicina 1g en una sola dosis, aunque se
esta discutiendo la superioridad del tratamiento con doxiciclina 100 mg, 2 veces al dia
durante 7 dias, sobre todo por la frecuencia de coinfecciones con Mycoplasma

genitalium, que podria estar desarrollando resistencias a azitromicina®.

En cambio, el tratamiento de las infecciones causadas por serovariedades causantes de
LGV es mas prolongado, siendo el recomendado de 21 dias de doxiciclina 100 mg /2

veces al dia®.

Por lo tanto, dado el aumento de prevalencia de los genotipos causantes de LGV vy las

diferencias en el tratamiento, se hace necesaria su diferenciacion sistematica.

Patogénesis del LGV.

CT no puede atravesar la barrera epitelial si ésta esta intacta, por lo que el acceso a los
vasos linfaticos lo consigue a través de microtraumas en la piel o en las mucosas. Una
vez atravesada la barrera epitelial, la bacteria entra en los nodulos linfaticos y produce
linfangitis o linfadenitis’®. Los nddulos linfaticos afectados dependen de la via de
entrada de la bacteria. Si la bacteria penetra por la uretra, los nddulos afectados son los
inguinales; si la entrada es via vulvar, se afectan los nddulos inguinales y femorales;
cuando el contagio es via rectal, se afectan los nddulos iliacos profundos, y, por ultimo,
cuando es vaginal o cervical, el obturador y los nédulos iliacos. Pero la forma de
presentacion mas caracteristica es la inguinal, inicialmente los nédulos linfaticos son
discretos pero por la periadenitis el proceso inflamatorio se extiende al tejido
circundante, y se forma una masa inflamatoria, se forma un bubon que se puede romper

espontaneamente con formacion de abscesos fistulas o sinus®.

Si el proceso continua, al cabo de meses, puede producirse fibrosis y destruccion de los

nodulos, produciendo diversas complicaciones como elenfantiasis o estiomene.



El LGV es primariamente un proceso patologico local, pero la infeccion sistémica se
puede producir como resultado de una diseminacion hematdgena del microorganismo.
Los principales factores de riesgo para esta diseminacion sistémica son la persistencia
del patdgeno y las infecciones repetidas. Las manifestaciones sistémicas mas frecuentes

son, fiebre, dolor de cabeza y mialgias, pudiendo aparecer también meningitis?°.

Manifestaciones clinicas del LGV.

Las manifestaciones clinicas del LGV dependen del sexo del paciente y de sus practicas
sexuales (coito anal o vaginal) y del estadio de la enfermedad. La inmunosupresion

también resulta en sintomas mas graves y mas prolongados.°
El LGV tradicionalmente se divide en tres estadios, primario, secundario y terciario.

La lesion primaria aparece como una pequefia papula o Ulcera herpetiforme que
transcurre con frecuencia de manera asintomatica o con escasos sintomas. Aparece entre
3y 30 dias después de la adquisicion de la infeccion y cura rapido sin dejar marcas®.
Ocasionalmente, los pacientes pueden presentar balanitis, balanopostitis, bubonulus,
cervicitis, salpingitis o parametritis. EI primer estadio solo se observa en menos del 30%
de hombres heterosexuales y es menos frecuente en mujeres, siendo normalmente

asintomatico®.

El estadio secundario de la enfermedad se produce por la propagacién de la inflamacion
al tejido linfatico regional. Dependiendo del sitio de entrada del LGV, pueden aparecer
las manifestaciones clasicas del estadio secundario, que consisten en la aparicion de
bubones®®. La linfadenopatia es unilateral en dos tercios de los pacientes®, apareciendo
de 2 a 6 semanas después del inicio de los sintomas primarios y causando dolor
extremo. En un tercio de los pacientes, los nddulos afectados se rompen
espontaneamente después de abscesificarse y se desarrollan areas de necrosis. Esto se

acompafa de drenaje de pus y aparicion de tejido cicatrizal®!,

Actualmente la aparicién de la sintomatologia tipica del LGV no es la presentacién
clinica mas frecuente, en parte debido a que la enfermedad se ha detectado
principalmente en HSH, por lo que generalmente la entrada del microorganismo es por

via anorrectal, con lo que el estadio secundario se manifiesta como una proctitis erosiva



y ulcerativa, con linfadenopatia perirrectal, secrecion de moco o sangre, dolor y
estrefiimiento, lo que se conoce como sindrome anorrectal. Esta sintomatologia también
puede aparecer por diseminacién del microorganismo desde los vasos linfaticos de la
cérvix o de la uretra. El estadio secundario a menudo incluye sintomas generalizados

como fiebre, fatiga y letargiall.

Si la infeccidn por el patdgeno persiste, aparece el estadio terciario, que se alcanza en
un 25% de los pacientes no tratados. En este estadio, la reaccion inflamatoria crénica
puede llevar a la formacién de fistulas, estenosis rectal y linfedema. Como resultado de
la linfadenopatia inguinal y el linfedema crénico con fibrosis esclerosante, puede
aparecer elenfantiasis, afectando el pene y el escroto en hombres, o los labios mayores y
el clitoris en mujeres. Otras complicaciones potenciales incluyen estenosis uretral y
rectovaginal o fisuras uretrovaginales. La linfadenopatia anorrectal puede resultar

también en estenosis y fisurast?.

Diagnostico del LGV

Tradicionalmente, el diagnostico del LGV se ha basado en la presentacion clinica
acompafiada de un diagndéstico serolégico (titulos por inmunofluorescencia >1/256 o
por fijacion del complemento >1/64). Como el LGV es una infeccion invasiva, los
titulos de anticuerpos suelen ser superiores que en las infecciones causadas por las
serovariedades D a K, sobre todo los de IgA, por lo que se podrian usar para diferenciar
las proctitis causadas por serotipos LGV de los no-LGV*%; pese a ello, estos tests

serologicos no son especificos para LGV ni para infeccion aguda.

Actualmente, sin embargo, se han desarrollado numerosas técnicas moleculares para
confirmar la infeccion por serovariedades de LGV mediante genotipado. Estos métodos
se basan en la secuenciacion del gen de la proteina A de la membrana externa (ompA),

lo que permite determinar las diferentes serovariedades®®.

Més recientemente, se ha desarrollado una PCR a tiempo real que detecta una delecion
de 36 pb en el gen pmpH, presente en todas las variedades causantes de LGV y que no

esta presente en las demas serovariedades 14°,



También se estdn desarrollando test serologicos especificos para LGV (p.ej.:
inmunoglobulina A anti-MOMP)°.

Actualmente, no hay ningin método comercial disponible para el genotipado de CT, por

lo que las técnicas se desarrollan en los laboratorios clinicos.

La falta de ensayos validados y estandarizados para todos los laboratorios hace que, en
muchos casos, el diagnéstico del LGV se haga bas&dndose en datos epidemioldgicos y
clinicos, junto con la confirmacion de infeccion por CT por las TAAN disponibles en el
laboratorio, y descartando otras posibles causas de proctocolitis, linfadenopatia o

Ulceras genitales®.

Epidemiologia del LGV

El LGV es endémico en el Este y Oeste de Africa, la India, Sudeste asiatico, y en el

Caribe, donde se reporta como causante de entre el 1 y el 10% de las Ulceras genitales'®.

Hasta finales de 2003, solo se documentaban casos esporadicos de LGV en Europa,

Norteamérica y Australia.

Desde 1950 se reportaron pequefios brotes regionales en Europa, normalmente
asociados a inmigrantes o turistas procedentes de regiones tropicales.

De acuerdo a estudios epidemioldgicos, el LGV es seis veces mas comun entre hombres
que entre mujeres. Una posible explicacion es que puede ser asintomatico en mujeres,
por lo que la infeccidn no se detectaria. Este hecho también se apoya en que la aparicion
de sintomas tardios como estenosis rectales y linfedemas son mucho méas comunes entre
mujeres que entre hombres, ya que éstas, al no ser diagnosticadas, no recibirian
tratamiento en la mayoria de los casos, alcanzando fases més avanzadas de la

enfermedad®’1.

Se documentd un brote de LGV en Rotterdam a finales de 2003 por Nieuwenhuis et
al.8, Todos los pacientes eran hombres homosexuales con sintomatologia rectal. Se
detecto infeccion por CT en el material recogido del recto, pero no de la uretra. Un alto
porcentaje de los pacientes con LGV presentaba coinfeccion con VIH, y mas de la

mitad de los pacientes presentaban coinfeccion con alguna otra ITS. Debido al



comportamiento promiscuo y al elevado nimero de contactos sexuales con habitantes
de otras ciudades europeas, el brote se extendid répidamente a otras ciudades de
alrededor de Rotterdam. Ningun paciente reportd contacto con otras personas

procedentes de regiones tropicales donde el LGV es endémico.

En los Gltimos afios estdn aumentado los casos notificados de pacientes con LGV en
Francia, Reino Unido, Alemania, Paises Bajos, Suecia, Canada, Australia, Suiza y
Beélgica. Los datos demograficos de los pacientes y sus sintomas clinicos son similares,
la mayoria son pacientes VIH positivos, hombres homosexuales con proctitis. Los casos

de LGV cléasico con formacion de bubones inguinales son raros'!.

El mayor nimero de pacientes se ha documentado en el Reino Unido. Desde octubre de
2004 a finales de abril de 2007, se diagnosticaron microbioldgicamente 492 casos de
LGV. El nimero de casos tuvo un repunte en el tercer cuarto de 2005 con una media de
32 casos al mes, mientras que en 2006 decay6 a 12 casos por mes. El foco del brote se
localiz6 en Londres, Brighton y North West. Todos los casos se presentaron en
hombres, el 99% de los cuales eran HSH con una media de edad de 40 afos, y
predominantemente blancos (91%). Las tasas de coinfeccion fueron considerables, el
74% de los pacientes eran VIH positivos, el 14% tenian hepatitis C, un 5% sifilis, y
también habia casos de coinfeccién con otras ITS como gonorrea, herpes genital y
hepatitis B. EI nimero de pacientes que reportaron méas de 10 contactos sexuales en los
3 meses previos se redujo de un 23% (47 pacientes) en 2005, a un 13% (15 pacientes)

en 2006, lo que podria explicar el descenso de casos en ese afio °.

En estudios de cohortes clinicas en Australia, Paises Bajos, y Reino Unido, un nimero
significativo de pacientes (entre 7% y el 23%) con infeccion rectal por CT, o con

sintomas de proctitis, presentaban cepas de CT causantes de LGV,

La prevalencia de LGV entre pacientes con sintomatologia rectal causada por CT en
Estados Unidos es desconocida, debido a la ausencia de sistemas de vigilancia

sistematicos o pruebas diagnosticas comerciales®!.

En Espafia también se han documentados un brote de LGV. Rodriguez-Dominguez et
al. analizaron la prevalencia de casos de LGV en Madrid entre marzo de 2009 y
noviembre de 2011 EIl diagnostico de CT se realizo mediante kits comerciales,

seguido de una PCR a tiempo real del gen pmpH para discriminar las cepas causantes de
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LGV, y finalmente la secuenciacion del gen ompA para realizar una reconstruccion
filogenética. Se detectaron 94 infecciones por LGV. El nimero de casos se incremento
de 10 en 2009, a 30 en 2010 y a 54 en 2011. La incidencia de LGV estaba fuertemente
asociada a HSH, pero en 2011, se describieron casos de LGV en mujeres y en hombres
heterosexuales (HTS). Setenta y nueve pacientes presentaban coinfeccion con VIH, con
cargas virales detectables en el momento del diagnostico del LGV, sugiriendo un alto
riesgo de cotransmision, de hecho, 4 pacientes se diagnosticaron simultdneamente de
VIH y LGV. El tratamiento convencional con doxiciclina durante 21 dias se prescribio
en 75 pacientes, pero en 3 pacientes el tratamiento fall6. Mediante la secuenciacion del
gen ompA se observo que durante el brote cocirculaban 2 variantes de LGV, la variante
L2by L2.

En un estudio posterior, realizado por los mismos autores sobre el mismo brote de LGV
en Madrid?°, se analizd la prevalencia de coinfecciones de variedades de CT causantes
de LGV vy variedades no causantes de LGV, ya que la infeccién simultdnea con
diferentes cepas de CT podria suponer un escenario favorable para la aparicion de
eventos de recombinacion de material genético, con la consiguiente aparicion y
seleccion de nuevas variantes, con resultados impredecibles en la patogénesis y
transmisibilidad de la infeccion. En el periodo comprendido entre 2009 y 2013, se
seleccionaron 287 muestras clinicas con presencia demostrada de CT y se dividieron en
dos grupos. El primero constituido por 137 muestras de CT de genotipos LGV, y un
segundo de 150 muestras en las que se habia excluido la presencia de LGV. Estas
muestras se analizaron para detectar la presencia simultanea de distintos genotipos de
CT no-LGV, mediante analisis de los genes pmpH y ompA. En el primer grupo, se
detectaron coinfecciones en un 10,9% de los casos, mientras que en segundo grupo en el
14,6%. También se detecto la presencia de una variante recombinante del gen pmpH,
similar a una cepa descrita en Seattle en 2002, que resulta del intercambio genético
entre genotipos de LGV y miembros del genotipo G. La secuenciacion de otros genes
confirmé que la cepa recombinante encontrada en Madrid podria tener un origen comun

con la descrita en Seattle.

En otro estudio llevado a cabo en Barcelona, se analiz6 la incidencia de LGV en HSH
en el periodo comprendido entre 2007 y 20122, Se describieron 206 casos de LGV en
este periodo. La tasa de incidencia de LGV en HSH de edades comprendidas entre 15 y

11



69 afios aument6 de un 32.1 / 10° HSH por afio en 2007 a 182.7 / 10° HSH por afio en
2012. La edad media de los casos fue de 36 afios (rango de 19 a 58 afios), el 76,7%
tenian estudios secundarios o universitarios, y el 58,7% eran esparfioles. La coinfeccion
con el VIH se observo en un 84% de los casos, y la mayor proporcion se encontrd en
2011, con un 92,6%. La mayoria de los casos fueron sintomaticos (94,2%) y so6lo un
5,8% asintomaticos. Durante los 12 meses anteriores, el 34,1% de los pacientes habian

sido diagnosticados de otra ITS.

OBJETIVOS

e Determinar la prevalencia de la infeccion por CT en el area de atencién del
laboratorio de Microbiologia Clinica del Hospital Universitario Son Espases en
el periodo comprendido entre noviembre de 2012 y septiembre de 2015

e Determinar la incidencia de genotipos causantes de LGV en todas las muestras

positivas para CT en el periodo de estudio.

e Analizar la distribucion segun tipo de muestra y sexo del paciente de las

muestras positivas para CT y para genotipos causantes de LGV.

e Analizar las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes con
infeccion por LGV, incluyendo: edad, centro médico de procedencia, lugar de
origen, cuadro clinico, presencia de coinfecciones, practicas sexuales de riesgo y

si recibid tratamiento adecuado para LGV.

MATERIALES Y METODOS
Recogida de muestras clinicas.

Las muestras analizadas fueron las recibidas en el laboratorio de Microbiologia del
Hospital Universitario Son Espases (HUSE) en el periodo de estudio (noviembre de
2012 a septiembre de 2015). Se recibieron un total de 5710 muestras procedentes de

4075 pacientes en este periodo.
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De las muestras recibidas, 2626 eran frotis endocervicales (45,6%), 1152 exudados
uretrales (20,2%), 670 frotis faringeos (12,4%), 667 orinas (11,7%), 414 muestras
rectales (incluyendo frotis y biopsias rectales, 7,2%), 45 frotis conjuntivales (1,7%), 25
Ulceras genitales (0,9%), y 111 muestras diversas (incluyendo abscesos, adenopatias,

muestras respiratorias de vias bajas, y muestras sin especificar, 4,2%).

En cuanto a la distribucion por sexo de las
muestras, 3048 procedian de mujeres (53%) y
2662 de hombres (47%). (Figura 1)

Mujeres; 3048;

Las muestras analizadas procedian del Centro de
53%

Atencion de Infecciones de Transmision Sexual
(CAITS), de centros de atencidon primaria del
area correspondiente al hospital, de diferentes
servicios del HUSE (principalmente urgencias,

ginecologia y urologia), y de otros hospitales de | Fig. 1: Distribucion por sexo de las
muestras recibidas

las islas (Hospital Son Llatzer, Hospital Can

Misses, Hospital de Inca y Hospital de Manacor).

Los criterios para la recogida de muestras fueron clinicos, de acuerdo con la valoracion
del médico. Muchas de las muestras procedentes de centros de salud, sobre todo los
escobillones endocervicales, se corresponden con muestras recogidas dentro de los

protocolos de cribado sistematico.

Las muestras se almacenaron en nevera a 4°C hasta su analisis.

Detecciéon de CT en muestras clinicas

Todas las muestras recibidas fueron agitadas en vortex durante 30 segundos y
centrifugadas a 900 rpm durante otros 30 segundos.

La extraccion de ADN se realizé con el kit comercial (Versant® Sample Preparation 1.0

Reagents, Siemens Diagnostics).
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La amplificacion y la deteccion mediante PCR multiplex en tiempo real, con deteccion
simultanea de Neisseria gonorroheae y Chlamydia trachomatis se realiz6 con el kit
comercial de Versant® CT/GC DNA 1.0; Siemens Diagnostics.

Deteccion de genotipos causantes de LGV

Todas las muestras positivas para CT fueron analizadas para la deteccion de genotipos
causantes de LGV mediante una PCR en tiempo real desarrollada en nuestro laboratorio
a partir de la técnica descrita en el PNT-DC-01 de los Procedimientos en Microbiologia
de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica
(SEIMC) basada en la PCR en tiempo real descrita por Morré et al. en 2005, y revisada
por Schaeffer en 2008%122

La extraccion de ADN se realiz6 con el mismo kit comercial utilizado para el

diagnostico de CT (Versant® Sample Preparation 1.0 Reagents, Siemens Diagnostics).

La PCR en tiempo real comentada previamente consiste en la deteccion de una delecion
de 36 pb en el gen pmpH de CT, que aparece en todos los genotipos causantes de LGV,

L1, L2 y L3, pero en ninguno de los que no lo causan.

Para ello, se amplifica un fragmento de 60 pb utilizando los siguientes cebadores y

sonda TagMan:

Cebador F: 5>-CTGTGCCAACCTCATCAT CAA-3’

Cebador R: 5’ AGACCCTTTCCGAGCATCACT-3’

Sonda: FAM-5’-CCGCCTGCTCCAACAGTTAGTGATG- 3°’-TAMRA

Ademas, como control interno, se amplifica un fragmento del gen que codifica para la
proteina GAPDH de origen humano. Para ello se utilizan los siguientes cebadores y
sonda TagMan:

Cebador F: 5’-CCACCCATGGCAAATTCC-3’
Cebador R: 5’-ATGGGATTTCCATTGATGAC AAG-3’

Sonda: HEX-5’-TGGCACCGTCAAGGCTGAGAACG-3* TAMRA
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Para la reaccion se emplea un volumen final de 25 pL, con 2,5 pL de Standard Taq
Buffer (10x) de BioLabs® Inc., 0,5uL de Tag DNA Polymerase de BioLabs® Inc., 0,5
pL de dNTPs 10mM, 0,15 puM de cada primer, 0,1 uM de sonda (tanto para la
amplificacion del gen pmpH como del control interno) y 5 puL de ADN extraido de la

muestra.
En cada ensayo se incluyeron un control positivo y un control negativo.

El protocolo de amplificacion consistio en 12 minutos a 95°C, y 4 ciclos de 30 segundos

a 95°C y 1 minuto a 60°C (la lectura de fluorescencia se realizo6 en este Gltimo paso).

RESULTADOS Y DISCUSION

Diagnostico microbiologico de las infecciones por CT mediante PCR Multiplex en

tiempo real

De las 5710 muestras analizadas, 653 fueron positivas para CT, lo que supone un
11,4% del total.

Pese a que las muestras méas abundantes fueron los frotis endocervicales, se detectaron
220 positivos, lo que supone un 33,7%, mientras que en los frotis uretrales, de los que
se recibieron considerablemente menos muestras, resultaron positivos 268, lo que
supone un 41% del total de positivos. Este hecho se debe, en parte, a que la mayoria de
las muestras endocervicales proceden del cribado sistematico que se realiza en los
centros de atencion primaria, mientras que, en general, los exudados uretrales se

recogen por criterios clinicos basados en la presencia de sintomas de uretritis.

En cuanto a las muestras rectales, fueron positivas 70 (10,7%); de los frotis faringeos 43
(6,6%), y 37 orinas (5,7%).

El resto de muestras positivas se reparten entre exudados conjuntivales (n=6; 0,9%),
Ulceras genitales (n=4; 0,6%), y otras muestras, entre las que se incluyen abscesos,

muestras respiratorias de vias bajas, y muestras sin especificar (n=4; 0,6%)

La distribucion de los tipos de muestras analizadas y de los positivos para CT se pueden

observar en la figura 2.
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Fig. 2: Distribucion de los tipos de muestras analizadas y con resultado positivo para CT

Las 653 muestras positivas corresponden a 579
pacientes, de los cuales 349 eran hombres
(60,3%) y 230 eran mujeres (39,7%), una
representacion gréfica de estos resultados
puede verse en la figura 3. Pese al aumento de
la incidencia de ITS en mujeres que se ha

observado a nivel general en Europa, las

infecciones por CT siguen siendo notablemente
mas prevalente en varones, esto puede deberse,
en parte, a factores comportamentales, ya que

Fig 3: Distribucion de los resultados
positivos para CT en funcion del sexo

dentro de los varones se incluyen los HSH un grupo de alto riesgo de contraccion de

ITS por sus practicas sexuales altamente promiscuas; pero también puede deberse a un

infradiagnostico en las mujeres, debido a la ausencia de sintomas en la mayoria de los

Casos.
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Andlisis de la incidencia de genotipos causantes de LGV mediante PCR en tiempo

real

De las 653 muestras positivas para CT, se realizo la PCR en tiempo real para detectar
genotipos causantes de LGV a un total de 560 muestras. El resto de las muestras
positivas no estaban disponibles en el momento del andlisis, o bien por que la cantidad
de muestra era insuficiente, o por problemas logisticos en la conservacion de la muestra.
De las muestras a las que se le realiz6 la PCR se obtuvieron resultados interpretables en
433. El elevado numero de resultados invalidos, ya fuera por error en el proceso de
extraccion, o porque no se obtuvo resultado positivo en el control interno, puede
deberse, en parte, al almacenamiento de las muestras en nevera, en lugar de en
congelador. Se decidi6 almacenar las muestras de esta forma por los resultados
obtenidos por Dommelen et al., que no encontraron degradacién significativa en el
ADN de muestras de orina y de exudados vaginales almacenados a 4° C durante
periodos de hasta 2 afios 2%. Pese a los resultados obtenidos en el mencionado estudio,
en base a nuestra experiencia, el estado de conservacion de algunas de las muestras si
que podria influir en la obtencién de resultados invalidos, por lo que, recomendamos

almacenar las muestra a temperaturas inferiores o iguales a -20°C.

Se detectaron genotipos causantes de LGV en 25 muestras (5,8%) procedentes de 25
pacientes, la mayoria varones (72%) (Ver
figura 4). Como cabria esperar, la mayoria de
las muestras en las que se detectaron estos
genotipos fueron rectales (32%), con un total
de 8 exudados y 2 biopsias, todas procedentes
de pacientes varones. Sin embargo, Ilama la
atencion la elevada frecuencia de muestras ! fe
uretrales (25%) y de frotis endocervicales \/
(24%) positivos. El resto de positivos se Fig 4: Resultados positivos para LGV
detectaron en un exudado faringeo y en una por sexo

orina, ambos de pacientes varones. En la
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figura 5 se puede ver la distribucion en funcion del tipo de muestra y del sexo de los

pacientes con muestras positivas.

W Hombres

Mujeres

N2 de muestras positivas
S Br N W A U O N B

Fig. 5: Distribucién de los resultados positivos para LGV por tipo de muestra y sexo

Datos clinicos y caracteristicas de los pacientes positivos para genotipos de CT
causantes de LGV.

Respecto a los datos de los pacientes, la mayoria eran jovenes, con una media de edad
de 31,8 (rango de edad de 18 a 55 afios).

La gran mayoria fueron atendidos en las consultas del Centro de Atencion de ITS
(CAITS) (68%), que es un centro de prevencion y control de las infecciones de
transmision sexual (ITS), que comenz6 a funcionar en Palma de Mallorca en el afio
2010. Esta dirigido especialmente a la atencion de aquellas personas que actian como
nacleo de transmisiéon y que no tienen relacién con el sistema sanitario publico, asi
como aquéllas que por cuestiones de intimidad, horarios o condiciones sociales escogen
ser atendidas en este servicio. Cabe sefialar que un porcentaje de los pacientes que
padecen ITS son inmigrantes, en muchas ocasiones no legalizados, y que pueden tener
dificultades, culturales o administrativas, de acceso a los servicios sanitarios. Colabora
con distintas ONG que trabajan habitualmente con el colectivo de prostitutas o personas
en situacién irregular. Ademas, el centro atiende a los pacientes del centro penitenciario
de Palma de Mallorca. Los pacientes se pueden registrar de forma anénima, ademas, las
historias clinicas son exclusivas del centro y no se integran en la historia de salud. Los
pacientes reciben una atencion integrada e inmediata, con una intervencion conjunta de

personal de diferentes areas, como son la primaria, medicina interna (seccion de

18



enfermedades infecciosas), microbiologia, dermatologia, ginecologia, urologia y
farmacia hospitalaria. Los pacientes pueden acudir con o sin cita previa. Ademas, con el
objetivo de que la actuacidn sea mas rapida e integral, se realizan en la misma visita las
pruebas oportunas para diagnosticar la enfermedad, se les prescribe el tratamiento (si
corresponde) y medidas de prevencion, y ademas se realiza un cribado sistemético para
todas las ITS més comunes. Alli trabajan cada dia dos médicos y un enfermero, aunque
los profesionales que colaboran directamente en el CAITS son 15. La implantacion de
este centro ha supuesto una mejora considerable en el control y manejo de las ITS en la
isla, por lo que, junto con la incorporacion de los métodos moleculares en el diagnostico
microbioldgico, ha contribuido al aumento del diagndéstico y del tratamiento adecuado
de estas enfermedades.

El resto de pacientes procedian de centros de atencion primaria (6; 24%) y de otros
hospitales, Hospital Son Llatzer y Hospital Can Misses, (2; 8%).

De los pacientes, 15 eran espafioles (60%), 8 de diferentes paises sudamericanos (32%),
entre los que se incluyen Colombia, Brasil, Argentina, Ecuador, Chile y Venezuela, un
paciente procedente de Niger (4%) y uno de Italia (4%).

Ocho de los pacientes fueron asintomaticos (32%), de los cuales, 3 eran mujeres. De los
pacientes con manifestaciones clinicas, las mas frecuentes fueron la proctitis que
aparecia en 7 casos (28%), todos varones, y la uretritis, también en 7 pacientes (28%).
Dentro de las proctitis, hubo un caso de proctitis ulcerativa cronica, y en otros tres
casos, iban acompafiadas de Ulceras o abscesos perianales. Con respecto a las uretritis,
ninguna fue acompafada de adenopatias aparentes. Dos mujeres acudieron a consulta
por Ulceras genitales (8%) y una por vaginitis (4%).

En cuanto a las practicas sexuales de los pacientes, la mayoria, 13, eran HTS (52%), 9
eran HSH (40%), 1 bisexual (4%), y de 2 pacientes no se dispone de datos.

Es de resaltar en nuestro estudio el hecho de que la mayoria de pacientes eran HTS,
entre ellos, 6 mujeres, mientras que en otros trabajos encontraron una gran
predominancia de casos en HSH, limitandose muchos de los estudios a analizar
exclusivamente a este colectivo. En el estudio de Rodriguez-Dominguez et al. sobre el
brote acaecido en Madrid, también encontraron casos en el afio 2011 en HTS y en
mujeres'4, lo cual, junto con nuestros datos, podria estar indicando un cambio en el
patrén de transmisibilidad de los genotipos causantes de LGV de CT. Ademas, aunque

la sintomatologia tipica de LGV es la mas frecuente (proctitis y Ulceras genitales),
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también se observa un elevado nimero de uretritis, e incluso de pacientes asintomaticos,
con lo cual seria necesario el cribado de todas las muestras positivas para CT, no solo de
aquéllas de pacientes HSH o con sintomatologia rectal.

El 40% de los pacientes eran VIH positivos y el 16% tenian hepatitis C. EI nimero de
coinfecciones con otras ITS también es elevado, un 28% tenia sifilis, un 12% herpes
genital, un 20% gonorrea y un 12% virus del Papiloma Humano (VPH).

Cabe resaltar, que dada la falta de datos clinicos que sugiriesen infeccion por genotipos
causantes de LGV, solamente 3 pacientes (12%) recibié tratamiento de la duracién
adecuada, por lo que seria fundamental que el cribado de LGV se introdujese en la
rutina diaria del laboratorio de microbiologia clinica.

Un resumen de los datos expuestos se puede encontrar en la tabla 1.

Tabla 1: Caracteristicas de los pacientes con muestras positivas para genotipos de CT
causantes de LGV

Datos de inferes Hiumeros Porcentaje %)

]
:
-
]

B5-45 T 2B
M5-55 3 12
CAITS i7 68

ICentros de atencion primaria

Spana 15 &0
lSu-damérin.a 8 a2
Miger 1 4

talia 4

Msintomatico [contacto ITS)

Proctitis
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CONCLUSIONES

1. La infeccion por CT es altamente prevalente en nuestro medio (11,4%), reflejo de su
importancia como ITS en la poblacién, y de la eficacia de los programas de cribado y

control poblacional.

2. En este estudio, el 5,8% de los casos de infeccion por CT correspondieron a
genotipos causantes de LGV, la mayoria en varones jovenes, pero también
significativamente en mujeres, en consonancia con tendencias epidemiologicas

recientes.

3. La infeccion por genotipos LGV de CT se asocia frecuentemente con otras ITS y en

especial con el VIH.

4. Dada su relativa prevalencia, seria aconsejable poder diferenciar estos genotipos de
manera sistematica, no sélo por razones epidemioldgicas, sino con el fin de establecer el

régimen y la duracion correcta del tratamiento antibidtico.

5. En nuestro estudio hemos observado la aparicion de genotipos causantes de LGV en
localizaciones diferentes de la rectal y en pacientes que no presentaban una
sintomatologia propia del LGV, por lo tanto, de acuerdo con nuestros datos estaria
justificado que el genotipado se realizase sisteméaticamente a todas las muestras

positivas para CT, independientemente del tipo de muestra y del sexo del paciente.
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