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RESUMEN

RESUMEN

La sifilis ha causado graves problemas de salud publica a lo largo de su historia y, a
pesar de disponer de la penicilina como tratamiento efectivo, esta enfermedad esta
reemergiendo desde las ultimas dos décadas. Durante muchos afos, el principal
obstaculo en la investigacion de Treponema pallidum subespecie pallidum ha sido la
dificultad de su cultivo in vitro. Gracias a los métodos de epidemiologia molecular, se ha
podido estudiar su diversidad genética, asi como relacionar algunas variantes genéticas
con determinadas manifestaciones clinicas o colectivos con conductas sexuales
concretas.

Esta tesis contribuye a ampliar el conocimiento existente relativo a la epidemiologia
molecular y la resistencia antibidtica de Treponema pallidum subespecie pallidum y
proporciona, ademas, los primeros datos a nivel espaniol. El estudio se realizé a partir
de muestras de ulcera genital y sangre procedentes de 183 pacientes diagnosticados
de sifilis precoz en Barcelona durante el 2015. La diversidad genética de este patégeno
se estudiéo empleando los métodos de tipificacion Enhanced CDC Typing y Multilocus
Sequence Typing. También se determind la presencia de mutaciones que confieren
resistencia a macrolidos y de mutaciones que confieren, hipotéticamente, resistencia a
tetraciclinas mediante la secuenciacion de los genes 23S y 16S del ARN ribosomal.

Se identificaron diferentes variantes genéticas de Treponema pallidum subespecie
pallidum circulantes en Barcelona y las mas prevalentes coincidieron con las descritas
en otros estudios europeos. Los dos métodos de tipificacion mostraron rendimientos
similares, pero presentaron distintas ventajas y debilidades en cuanto a la robustez y
objetividad de las técnicas, al poder discriminativo y a la disponibilidad de bases de
datos publicas. Se identificd un alto porcentaje de resistencia a macrolidos, lo cual
ratifica que estos antibidticos ya no son recomendables para el tratamiento alternativo
de la sifilis. En cambio, la ausencia de mutaciones en el gen 16S del ARN ribosomal

sugiere que no circulan cepas resistentes a las tetraciclinas.



ABSTRACT

ABSTRACT

Syphilis has been considered an important public health concern from the past and it is
currently in resurgence despite the availability of penicillin as an effective treatment. For
many years, the unfeasibility of in vitro culturing of Treponema pallidum subspecies
pallidum has been the main difficulty for investigating it. Since 1998, molecular
epidemiology tools have led us to study the genetic diversity of this pathogen and to
make associations between genetic variants and some clinical manifestations or
collectives.

This study contributes to further enlarging existing knowledge about the molecular
epidemiology and antibiotic resistance of Treponema pallidum subspecies pallidum and
provides the first data from Spain. The analyses were performed in genital ulcer and
blood specimens from 183 patients diagnosed with early syphilis in Barcelona during
2015. The genetic diversity was studied following the Enhanced CDC Typing and
Multilocus Sequence Typing methods. The presence of mutations conferring resistance
to macrolides and (hypothetically) to tetracyclines was determined by the sequence
analysis of the 23S and 16S ribosomal RNA genes, respectively.

Several genetic variants of Treponema pallidum subspecies pallidum were identified,
and the most prevalent ones agreed with that described by other European studies. The
two typing methods had similar yields, but showed different advantages and weaknesses
in terms of discriminatory power, robustness and objectiveness of the techniques, as well
as of the availability of public databases. A high percentage of macrolide resistance was
identified, supporting that these antibiotics are no longer recommendable for the
alternative treatment of syphilis. Instead, the absence of mutations at the 16S ribosomal

RNA gene suggests that tetracycline resistant strains are not currently circulating.
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1. INTRODUCCION

La sifilis es una enfermedad multisistémica de evolucion crénica causada por la bacteria
Treponema pallidum subespecie pallidum (TPA), que se transmite por via sexual,
contacto directo con piel y mucosas o verticalmente durante el embarazo o a través del

canal del parto.

Durante muchos afos, la sifilis ha sido comunmente denominada como “la gran
simuladora” o “el patdgeno sigiloso” por presentar un curso clinico muy variable con
periodos sintomaticos y asintomaticos [1]. La sifilis es la tercera infeccion de transmision
sexual (ITS) de etiologia bacteriana mas prevalente después de la clamidia y la gonorrea
[2]. Como ocurre con la mayoria de ITS, determinados colectivos presentan un mayor
riesgo de infectarse de sifilis como las personas jovenes, hombres que mantienen
relaciones sexuales con hombres (HSH) y grupos vulnerables como personas

inmigrantes, trabajadoras del sexo y usuarios de drogas [3].

Esta enfermedad ha provocado grandes epidemias a lo largo de la historia, causando
graves estragos, especialmente antes de la incorporacion de los antibidticos en la
medicina. No obstante, y aunque la introduccion de la penicilina disminuyé de forma
considerable la incidencia de la sifilis, esta se encuentra en reemergencia desde las dos

ultimas décadas [3, 4].
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1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA SIFILIS

El origen cronoldgico y geografico de la sifilis es controvertido y actualmente sigue
siendo objeto de debate. Los primeros registros histéricos describen una gran epidemia
causada por una enfermedad venérea que se extendié rapidamente por Europa a finales
del siglo XV [4]. Una de las teorias mas aceptadas se conoce como “hipotesis
colombina”, segun la cual la sifilis fue importada de América por la tripulacion de
Cristobal Colon en 1493, difundiéndose por el territorio espafiol y posteriormente por
Europa. La “hipétesis precolombina”, basada en estudios microscopicos de esqueletos
con lesiones Oseas, sostiene que la sifilis ya estaba establecida en Europa antes de la
vuelta de Cristobal Colon y que se podria haber confundido con otras enfermedades
como la lepra. No obstante, esta hipétesis no ha podido ser corroborada y se cuestiona
la validez de estos estudios [4-6]. Probablemente debido a su origen desconocido, la
sifilis ha tenido un sinfin de denominaciones, como por ejemplo lues venérea, avariosis,

morbo galico, mentulagra o pudendagra [4].

Girolamo Fracastoro, médico y poeta veronés, fue el primero en bautizar a la sifilis en
su poema Syphilis sive morbus gallicus en 1530. Unos afios mas tarde, él mismo realizé
una descripcion detallada de los sintomas de la sifilis en su libro de enfermedades
infecciosas De contagione et contagiosis morbis publicado en 1546 [4, 7]. No fue hasta
1905 que el zodlogo Fritz Shaudinn y el dermatdlogo Erich Hoffman identificaron a
Treponema pallidum subespecie pallidum como el agente causal. Shaudinn y Hoffman
visualizaron las espiroquetas en preparaciones sin colorante y, dado que no pudieron
tefirlas con colorante de Giemsa, las denominaron como Spirochaeta pallida [8]. En
1906, el bacteridlogo August Paul von Wassermann y los dermatélogos y veneredlogos
Albert Neisser y Carl Bruck desarrollaron la primera técnica serologica para el

diagnostico de la sifilis [9].
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Los primeros tratamientos que se usaron incluian el mercurio, el guayaco, los ioduros,
los arsenicales (salvarsan y neosalvarsan) y el bismuto. Durante siglos, el mercurio fue
el tratamiento mas habitual y extendido a pesar de su dudosa eficacia y elevada
toxicidad, conllevando efectos secundarios muy duros que podian incluso inducir la
muerte. En 1943, John Mahoney, Richard Arnold y AD Harris introdujeron la penicilina
como tratamiento para la sfifilis, lo que supuso un antes y un después en la historia de

esta enfermedad [4, 10].

La evolucion natural de la sifilis y sus complicaciones se conocen, en cierto modo, por
el experimento “Tuskegee”, llevado a cabo entre los afios 1932 y 1972 en el estado de
Alabama. Este estudio es conocido por sus implicaciones éticas, ya que los enfermos,
sobre todo poblacion negra infectada de sifilis, solo recibieron medicamentos placebo
aun cuando la penicilina ya se habia extendido como tratamiento eficaz. El experimento
llegd a su fin tras filtrarse en la prensa estadounidense las violaciones éticas que se

habian llevado a cabo durante los 40 afos que dur6 el estudio [4].

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Segun los datos mas recientes de la Organizacion Mundial de la Salud,
aproximadamente 18 millones de personas de entre 15 y 49 afos tenian sifilis en el afio
2016, con una estimacion de 6,3 millones de casos nuevos cada afo [2]. La prevalencia
e incidencia varia considerablemente segun la regién geografica, siendo Africa y
América los continentes en los que se estiman los valores de prevalencia e incidencia

mas elevados (figura 1) [11].
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Figura 1. Estimacién mundial de la tasa de incidencia de sifilis, 2016. Los datos se
presentan por regiones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y segun el sexo.
Imagen adaptada de: Organizacion Mundial de la Salud, 2020 [11].

1.2.1 Situacion epidemioldgica de la sifilis en Europa

La incidencia de la sifilis en la Unién Europea ha sufrido un gran incremento desde el
2000, alcanzando en 2018 cifras globales de 33.927 casos confirmados declarados en
29 paises, con una tasa de 7 casos por 100.000 habitantes. Los paises con tasas mas
elevadas en 2018 fueron: Malta (17,9 por 100.000 habitantes), Luxemburgo (17,1 por

100.000), Reino Unido (12,6 por 100.000) y Espafia (10,3 por 100.000) (figura 2).

~
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Figura 2. Casos notificados de sifilis en Europa, 2018. Imagen adaptada de: European
Center for Disease Prevention and Control, 2020 [12].

La ratio entre hombres y mujeres fue de 8,5 frente a 1, alcanzando tasas de
12,1/100.000 habitantes en hombres (25.940 casos) y de 1,4/100.000 habitantes en
mujeres (3.053 casos). Los grupos de edad de 25-34 anos y los mayores de 45 afios

fueron los mas afectados en 2018, representando el 60% de todos los casos [12].

1.2.2 Situacion epidemiolodgica de la sifilis en Espafia

En Espafa la sifilis pasé a ser una enfermedad de declaracion obligatoria en 1995, y
actualmente en la mayoria de las comunidades auténomas es una enfermedad de
declaracion obligatoria individualizada. Durante la década de 2009-2019, los casos

notificados en Espafia aumentaron mas del doble, partiendo de 2.506 (5,56 por 100.000
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habitantes) hasta alcanzar los 5.822 casos (13,29 por 100.000 habitantes). Si bien de
2011 a 2016 se observo una estabilizacion de los casos, desde 2016 la tendencia es
claramente ascendente (figura 3) [13]. Este incremento podria explicarse por un
conjunto de factores, como el aumento de las practicas sexuales de riesgo para la
adquisicion de ITS, asi como el aumento en la sensibilidad tanto de los sistemas de

vigilancia como de las técnicas de diagnostico.
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Figura 3. Casos notificados de sifilis en Esparia entre 1995 y 2019. Fuente: Unidad de
vigilancia de VIH, ITS y Hepatitis By C, 2021 [13].

En 2019, el 60,1% de los casos de sifilis tenian entre 25 y 44 afios y la mediana de edad
era de 36 anos. El 88,7% (4.853) fueron varones, siendo la proporcion entre hombre y
mujer de 7,4, con una tasa por 100.000 habitantes de 25,14 en hombres y 3,09 en

mujeres [13].
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1.2.3 Situacion epidemiolodgica de la sifilis en Catalufia

En Cataluia se notificaron 2.454 casos de sifilis (32,21 casos por 100.000 habitantes)
durante el 2019. Los grupos de edad mas afectados fueron los de 30-39 afos (29,9%)
y de 20-29 afios (24,9%), con una media de edad de 39 afnos. El 88% de los casos se
registraron en hombres, alcanzando una tasa de 57,92 casos por 100.000 habitantes.
La razéon hombre:mujer se mantuvo en 7,4 desde el 2015. Desde el afio 2000 se ha
observado un resurgimiento importante de la sifilis entre HSH. En 2019, el 76,3% de los
casos estaban registrados como HSH, el 12,7% como hombres heterosexuales, el 9,3%
mujeres heterosexuales y el 1,7% transexuales (figura 4). Un 36,2% de los casos

notificados presentaban coinfeccion con VIH, afectando sobre todo a HSH (49%) [14].
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Porcentaje de notificaciones

Hombre Hombre Mujer
homosexual heterosexual heterosexual

Transexual

Figura 4. Casos de sifilis segun la orientaciéon sexual en Catalufia, 2019. Imagen
adaptada de Centre d’Estudis Epidemiologics sobre les Infeccions de Transmissio
Sexual i Sida de Catalunya (CEEISCAT), 2020 [14].

La Region Sanitaria de Barcelona presenté la mayor prevalencia y, concretamente, en
el ambito territorial de Barcelona ciudad se alcanzaron tasas de 85,4 casos por 100.000

habitantes [14].
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Los datos mas recientes de la Agencia de Salud Publica de Barcelona sefialan un
incremento importante de los casos notificados de sifilis entre los afios 2015 y 2016
(figura 5), que se relaciona con el aumento de sensibilidad de los sistemas de

notificacion microbioldgica [15].
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Figura 5. Evolucién anual de la sifilis en Barcelona. Casos y tasas de incidencia, 2012-
2016. Imagen adaptada de: Agéncia de Salut Publica de Barcelona (ASPB), 2019 [15].

En consonancia con los datos anteriores, en Barcelona el 93,9% de los casos fueron
detectados en hombres y el grupo de edad mas afectado fue el de 30-39 afios. El
colectivo HSH fue, de nuevo, el mas afectado con un 84,4% de los casos con la variable

de orientacion sexual informada [15].
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1.3 FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA TRANSMISION DE LA
SIFILIS

El incremento de los casos de sifilis en los ultimos afios se vincula a factores
conductuales durante las relaciones sexuales, especialmente entre HSH [14—-17]. Estos
factores conductuales probablemente son debidos a una disminucion de la percepcién
de riesgo en la adquisiciéon de VIH debido a la eficacia del tratamiento antirretroviral de
gran actividad. Las conductas de mayor riesgo para la adquisicion y transmisién de la
sifilis son las relaciones sexuales desprotegidas (sobre todo en el sexo anal), un mayor
numero de encuentros sexuales, contactos realizados en redes sociales y/o en lugares
como clubs nocturnos o saunas, el consumo de drogas y chemsex (consumo de drogas
con fines sexuales), el sexo en grupo y el uso de juguetes sexuales. Otros factores de
riesgo son ser portador del virus VIH, tener antecedentes de otras ITS o haber padecido

sifilis previamente [16, 17].

1.4 CARACTERISTICAS DE Treponema pallidum subespecie pallidum

1.4.1 Taxonomia

Treponema pallidum subespecie pallidum es una espiroqueta perteneciente al género
Treponema (filo Spirochaetae, clase Spirochaetes, orden Spirochaetales y familia
Spirochaetaceae). Las espiroquetas son bacterias Gram negativas delgadas y
pequefias (de 0,1 a 0,4 um de diametro y 5 a 20 uym de largo), con espiras regulares y

apretadas y extremos afilados [18].

Dentro del género Treponema existen especies cultivables in vitro (p. ej. Treponema
denticola o Treponema socranskii, entre otras) que estan asociadas con enfermedades

periodontales. Entre las especies no cultivables, Treponema pallidum y Treponema
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carateum son patdégenas para el ser humano. La infeccion por Treponema carateum
causa la enfermedad denominada pinta. Treponema pallidum se divide en tres
subespecies: Treponema pallidum subespecie pallidum, Treponema pallidum
subespecie pertenue ([TPE], agente etioldgico del pian o la frambesia) y Treponema
pallidum subespecie endemicum ([TEN], agente etioldgico del bejel) [19]. Si bien la sifilis
es una enfermedad venérea y de distribucion global, el pian, el bejel y la pinta son
treponematosis endémicas de zonas tropicales y aridas alejadas de servicios sanitarios
y se transmiten por contacto directo con las lesiones mucocutaneas [20-22].

Las diferentes especies y subespecies de Treponema causantes de infeccidon son
idénticas morfoldgica y antigénicamente y presentan entre ellas una similitud genética y
proteica superior al 95%. No obstante, las distintas enfermedades se diagnostican segun
el contexto geografico, la via de transmision, las manifestaciones clinicas, y/o mediante

analisis moleculares [20, 21].

1.4.2 Estructura y fisiologia

La estructura de TPA consiste en un cilindro protoplasmatico envuelto por una
membrana citoplasmatica. Una pared fina de peptidoglucano recubre la membrana
citoplasmatica proporcionandole estabilidad estructural y flexibilidad. Esta pared, a su
vez, esta rodeada por una membrana externa rica en fosfolipidos (figura 6) [23, 24].

Debido a la presencia de esta membrana externa, TPA es considerado Gram negativo;
sin embargo, esta membrana carece de lipopolisacaridos (LPS) expuestos en la
superficie y su composicion fosfolipidica difiere de las tipicas membranas externas de
las bacterias Gram negativas [25-27]. TPA contiene lipoproteinas pero se encuentran,
en su mayoria, debajo de la membrana externa, lo que le permite evitar el sistema

inmune del organismo hospedador [28-31].
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Figura 6. Estructura de Treponema pallidum subespecie pallidum. Imagen adaptada
de: lzard et al., 2009 y Peeling et al., 2017 [23, 42].

En el espacio periplasmico, entre el peptidoglucano y la membrana externa,
encontramos los endoflagelos que proporcionan la motilidad celular. Los endoflagelos
ejercen una fuerza contra el peptidoglucano elastico creando la morfologia de onda
plana caracteristica de las espiroquetas, en que cada segmento esta orientado a 90° del
siguiente. Los endoflagelos se originan a partir de nanomotores situados en cada polo
y se enrollan alrededor del cilindro sobre la pared de peptidoglucano, superponiéndose
en la mitad de la célula [23, 24, 32]. La motilidad flagelar se produce gracias a un motor
rotativo que es impulsado por un gradiente de protones en la membrana citoplasmatica,

aunqgue los mecanismos precisos todavia no se conocen con certeza [33].

TPA es un parasito obligado de los humanos ya que es muy fragil en ambientes extra-
hospedadores por sus estrictas condiciones de reproduccién y su simplicidad genética.
Ademas, es extremadamente sensible a la desecacién y a los cambios de temperatura,

asi como a los detergentes y desinfectantes, debido a la carencia de LPS en la
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membrana externa. Las condiciones Optimas para el crecimiento de TPA se situan
dentro de unos rangos muy estrechos tanto de pH (7,2 y 7,4), como de temperatura
(30°C y 37°C) [34]. Se considera una bacteria microaerofilica con un rango de oxigeno
ambiental optimo de 3-5%, lo que explica su preferencia por los tejidos, donde la
concentracion de oxigeno es inferior a la atmosférica [30, 34—37]. Su tolerancia al estrés
oxidativo es limitada porque no contiene genes que codifiquen para las enzimas catalasa
y superoxido dismutasa, encargadas de la depuracion de radicales libres de oxigeno
[25, 36]. Sin embargo, si que expresa una superoxido reductasa que cataliza la
reduccién del superoxido a peréxido de hidrogeno, mecanismo por el cual parece

protegerse relativamente de las especies reactivas de oxigeno [38—40].

TPA se divide por fision binaria transversal y tiene un tiempo de generacién
especialmente lento, de entre 30 y 33 horas [34, 36, 41]. Durante mas de un siglo, y a
pesar de los exhaustivos intentos de diferentes investigadores, ha sido practicamente
imposible mantener la viabilidad de TPA mediante el cultivo in vitro [42]. No fue hasta el
afo 2018 que investigadores de la Universidad de Texas consiguieron mantener con
éxito su crecimiento en cultivos con células epiteliales de conejo durante seis meses
[35]. Recientemente, Edmondson y Norris [43] han conseguido mantener un cultivo
viable durante tres afos, hallazgo que, sin duda, marcara un cambio en la historia de la
investigacion de TPA. Aunque la inoculacién de este patdogeno se ha intentado en
diferentes modelos animales [44—46], el conejo sigue siendo el organismo modelo para
el cultivo in vivo, ya que es el unico animal que desarrolla lesiones que se asemejan a
los chancros de la infeccion en humanos de forma macroscopica e histopatolégica [30,
47]. Asi, el cultivo in vivo en testiculos de conejos ha permitido aislar las cepas de TPA
a partir de muestras clinicas y propagarlas en el laboratorio y, a pesar de que ciertos
aspectos clinicos e inmunolégicos no se reproducen con exactitud, ha sido fundamental

para establecer los mecanismos patogénicos e inmunolégicos que conocemos
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actualmente [30, 42]. La principal limitacion del estudio in vivo en conejos es que los

procedimientos de propagacion y aislamiento suelen ser laboriosos y costosos.

1.4.3 Caracteristicas genéticas

El genoma de TPA fue secuenciado por primera vez en 1998 [25]. TPA es una bacteria
genéticamente monomorfica y presenta un genoma de 1,14 megabases que esta
contenido en un Unico cromosoma circular. Por el momento, se considera que solamente
un 55% de los 1041 marcos abiertos de lectura que se conocen tienen una funcién
bioldgica [48-50]. No se han identificado elementos genéticos como plasmidos,
transposones ni bacteriéfagos, pero hay evidencias de la presencia de genes mosaicos
como resultado de eventos de recombinacion tras la transferencia horizontal de genes

entre las subespecies TPA, TEN y TPE [51-54].

Las tres subespecies de Treponema pallidum presentan un alto grado de similitud
genética (97-100%) y son consideradas subespecies clonales pero que forman clusteres
diferentes. Se cree que las pequefias diferencias genéticas son las que provocan que
tengan un modo de transmisién y unos procesos patolégicos distintos. Se han
identificado islas genémicas e islas patogénicas en las tres subespecies, pero distintas
en numero y en tipo. Concretamente, algunos genes de las islas genémicas e islas
patogénicas relacionados con la biosintesis de lipidos y aminoacidos se han detectado

solamente en TPA [30, 50].

Filogenéticamente, la especie Treponema pallidum presenta dos linajes principales, el
que comprende las subespecies TPE y TEN y el que comprende la subespecie TPA.
TPA es un linaje monofilético formado por dos clados, Street Strain 14 (SS14) y Nichols
(figura 7). La cepa Nichols (que da nombre al clado Nichols) ha sido durante muchos

anos la cepa de referencia usada en investigacion. En general, las cepas agrupadas en
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este clado presentan una mayor diversidad genética en comparacion con las cepas del
clado SS14. En la actualidad también se usan de referencia las cepas SS14 ya que los

aislados clinicos actuales pertenecen mayoritariamente a este clado [53].

TPE

TEN

Treponema pallidum
Nichols
TPA

SS14

Figura 7. Filogenia de las subespecies de Treponema pallidum. TPE: Treponema
pallidum subespecie pertenue; TEN: Treponema pallidum subespecie endemicum; TPA:

Treponema pallidum subespecie pallidum.

1.4.4 Caracteristicas moleculares y factores de virulencia

En la superficie de la membrana externa de TPA se encuentran algunas lipoproteinas
que pueden estar implicadas en mecanismos de infectividad (figura 8). Por ejemplo, la
proteina Tp0751, o palilisina, es una proteina de unién a laminina capaz de degradar la
matriz extracelular. Por otro lado, la lipoproteina Tp0435 o Tpp17 parece tener funciéon
de citoadhesina y la Tp0453 (semiexpuesta a la superficie y unida a la parte interna de
la membrana externa) se cree que funciona como transportadora de lipidos y
glicolipidos. La proteina de membrana Tp0326, o B-barrel assembly machinery A, es un
componente esencial de la maquinaria de ensamblaje de barril B que cataliza la
insercidon de proteinas en la membrana externa (biogénesis de la membrana externa).

Ademas, las proteinas de la familia de genes tpr parecen tener funcion de porina, lo que
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permite la entrada de nutrientes de la sangre y los fluidos del hospedador hacia el
espacio periplasmico. En concreto, algunas proteinas de la familia Tpr (como la TprK o
TP0897) se relacionan con mecanismos de evasion del sistema inmune. En la
membrana citoplasmatica se encuentran permeasas simportadoras y diferentes

transportadores que conectan con el espacio periplasmico [30, 42, 55].
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Figura 8. Proteinas de membrana de Treponema pallidum subespecie pallidum. BamA:
B-Barrel Assembly Machinery A; Tpr: Treponema pallidum repeat; ABC: ATP-binding
cassete; ECF: Energy Coupling Factor; TRAP: Tripartite ATP-independent Periplasmic.
Imagen adaptada de Peeling et al., 2017 [42].

1.4.5 Metabolismo

TPA carece de un numero importante de genes que codifican proteinas con funciones
metabdlicas fundamentales para su supervivencia [25]. Esta limitada actividad
metabdlica podria explicar el crecimiento lento, asi como la relacion parasitaria que
mantiene con su organismo hospedador, el humano, y la dificultad del cultivo in vitro. No
se han encontrado genes que codifiquen para las enzimas involucradas en el ciclo de

los acidos tricarboxilicos o de Krebs, en las vias de fosforilacidon oxidativa o de beta-
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oxidacion, ni para proteinas requeridas para la sintesis de novo de cofactores,

nucledtidos y acidos grasos [56].

Para compensar la deficiente capacidad biosintética, TPA presenta un conjunto de
porinas y proteinas transportadoras que facilitan la entrada de moléculas esenciales,
propias del hospedador, hacia el espacio periplasmico y el citosol, como se ha
mencionado en el apartado anterior (figura 8) [30]. Por ejemplo, contiene genes que
codifican para el transportador tipo ABC de D-glucosa y todas las enzimas necesarias
para realizar el catabolismo de la glucosa mediante la glucdlisis [57]. Esta demostrado
que la privacién de glucosa provoca la pérdida de motilidad en TPA, recuperandola tras
su reposicion. Por ello, se considera que la glucdlisis es su principal fuente de energia
[30, 35]. Aun asi, la glucdlisis genera tan solo 2 moléculas de ATP, y se cree que podria
ser insuficiente para mantener su patogenicidad, ya que la motilidad flagelar
(responsable de la alta capacidad invasiva), asi como otras de sus funciones basicas,

requieren altos niveles energéticos [33].

1.5 PATOGENIAY RESPUESTA INMUNITARIA

1.5.1 Transmision y diseminacién

TPA se considera un patégeno altamente invasivo por su capacidad de infectar a una
persona con tan solo 10 microorganismos y de penetrar y sobrevivir en una gran
variedad de tejidos y 6rganos, a pesar de su labilidad en el medio ambiente [34, 36, 58].
Las mucosas genitales y orales, que presentan una baja queratinizacion, son las mas
susceptibles a la entrada de las espiroquetas, lo que explica que TPA sea un patégeno
qgue se transmite principalmente durante el contacto sexual. Los mecanismos exactos
mediante los cuales las espiroquetas invaden y se diseminan por todo el organismo

todavia se desconocen. Diferentes estudios indican que TPA se adhiere a las células

19



1 - INTRODUCCION

epiteliales y a los componentes de la matriz extracelular mediante interacciones con
moléculas de fibronectina y laminina. A continuacién, penetra en los tejidos epiteliales
gracias a la actividad de la palilisina (Tp0751) y el endoflagelo. Este proceso se
denomina en inglés stop and go y coordina la adherencia y la motilidad [59—-61].
Posteriormente, TPA se disemina a nivel sistémico por la sangre y los vasos linfaticos
[36], proceso en el que la palilisina también parece tener un papel importante porque es
especifica para el receptor LamR de las células endoteliales (figura 9) [60, 62]. Una vez
TPA se ha diseminado por la sangre puede penetrar de forma temprana la barrera
hematoencefalica e invadir el sistema nervioso central. En caso de embarazo, puede

penetrar la barrera placentaria e infectar el feto (sifilis congénita) [62].

Fase 1 Fase 2 Fase 3
i6 la matriz i y
Union a lama Union al recept,or de Penetracion
extracelular las células

endoteliales

YN

Endotelio del
hospedador

membrana
externa de TPA

Tp0751

Membrana
citoplasmatica
del hospedador

Figura 9. Adherencia e invasion del endotelio por Treponema pallidum subespecie

pallidum. Imagen adaptada de Parker et al., 2016 [60].
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1.5.2 Respuesta inmunitaria e inflamacién

TPA, también denominado el patégeno sigiloso, es capaz de diseminarse y persistir a lo
largo de los afos, pese a la activacion del sistema inmunitario del organismo
hospedador [63]. Por un lado, la ausencia de LPS y la escasez de patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs, del inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns)
expuestos en la membrana externa limitan la antigenicidad de TPA [26, 27, 31]. De
hecho, la mayoria de los PAMPs se encuentran en el espacio periplasmico, lo cual
dificulta que puedan ser reconocidos por los receptores de reconocimiento de patrones
de las células fagociticas. Esto favorece que las espiroquetas no sean detectadas
inicialmente por el sistema de inmunidad innata y se puedan multiplicar en el lugar de
inoculacion y diseminarse con relativa facilidad [34, 42, 64, 65]. Sin embargo, algunas
lipoproteinas si que son reconocidas por las células dendriticas y son las responsables
de iniciar la respuesta inflamatoria. En primer lugar, las células dendriticas fagocitan los
treponemas y migran hasta los ganglios linfaticos para presentar los antigenos
treponémicos a los linfocitos B y los linfocitos T [65]. Por un lado, los linfocitos B generan
anticuerpos opsonizadores que permiten un mejor reconocimiento por parte de los
macrofagos. Durante la fagocitosis, se liberan lipopéptidos y PAMPs treponémicos en el
interior de los macréfagos que son reconocidos por los receptores tipo Toll de la
superficie de los fagosomas y, paralelamente, otros péptidos antigénicos liberados son
también presentados a los linfocitos T. Los linfocitos T CD4+, CD8+ y las células Natural
Killer secretan Interferon-y que refuerza la accion de los macrofagos y promueve una

cascada de citoquinas como el factor de necrosis tumoral y la Interleucina-6 [66—70].

La mayor parte de los treponemas son eliminados por el sistema inmunitario en la lesién
primaria (chancro), aunque algunos de ellos consiguen escapar y diseminarse para
establecer una infeccion crénica con largos periodos de latencia [30, 36, 65]. Pese a

que la escasez de antigenos expuestos en la superficie parece ser el principal
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mecanismo de evasidon inmunoldgica de TPA, la baja carga bacteriana durante la
infeccion y la producciéon de variantes antigénicas (mediante fendmenos de
recombinacion intra-gendomica en el gen fprK y variacion de fase en algunas
lipoproteinas) también podrian contribuir en la capacidad de persistencia de este

microorganismo [55].

1.6 MANIFESTACIONES CLINICAS

La sifilis es una infeccion sistémica que evoluciona de forma crénica si no se trata
adecuadamente. El periodo de incubacién, comprendido entre el momento del contacto
con una persona infectada y la aparicion de la primera lesion cutdneomucosa, presenta
una duracion media de 21 dias (rango de 9 a 90 dias). La infeccion se desarrolla en
etapas diferenciadas (aunque solapables) que se categorizan segun la duracién [71].
Las manifestaciones clinicas son muy variadas, razon por la cual la sifilis es conocida
como “la gran simuladora”. Segun el estadio, se clasifica en sifilis precoz (primaria,
secundaria y precoz latente) y sifilis tardia (tardia latente y terciaria) (figura 10).

El riesgo de transmisién por contacto sexual es mayor durante los dos primeros afios de
haber adquirido la infeccion y especialmente cuando existen lesiones sifiliticas, con una
infectividad de alrededor del 10-30% [16, 72]. La transmision vertical (via

transplacentaria o por el canal del parto) de TPA causa la sifilis congénita [34, 36].

Sifilis precoz Sifilis tardia

INFECCION | |

A :Q(j Sifilis Sifilis Sifilis latente Sifilis

W ed . . . . o ..

~§ L primaria secundaria (fase asintomatica) terciaria

Incubacioén

< 990 > 1 afio 1afo- ——M >
dias toda la vida

Figura 10. Estadios de la sifilis. Elaboracién propia.
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1.6.1 Sifilis precoz

Segun el Centro Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades, la sifilis
precoz es la que se ha adquirido en el ultimo afio y segun la Organizacién Mundial de
la Salud, en los 2 ultimos afios [73, 74]. Es la etapa con mas riesgo de transmision,

especialmente cuando hay lesiones en los genitales y en las mucosas [16, 72, 75, 76].

Sifilis primaria

La sifilis primaria, primera etapa de la enfermedad, puede durar entre 3 y 6 semanas y
se caracteriza por el desarrollo de una unica papula de 0,5 a 2 cm que se erosiona y
forma el conocido chancro sifilitico [77]. El chancro es una ulcera superficial y aislada,
indolora y endurada de base limpia, no purulenta, con bordes firmes y sobreelevados.
Aparece en el lugar de inoculacion, generalmente localizado en el area anogenital (pene
o vulva, cuello del utero, zona perianal o recto) aunque puede aparecer en regiones
extragenitales (mayoritariamente en la boca). Frecuentemente, estd acompafado por
una linfadenopatia regional indolora y no supurativa. Las presentaciones atipicas
pueden incluir ulceras multiples; ulceras dolorosas blandas y/o purulentas que pueden
confundirse con las ampollas causadas por el Virus del Herpes Simple; o bien la
infeccion puede evolucionar sin presencia del chancro (Balanitis sifilitica de Follmann).
El chancro suele desaparecer de forma espontanea en 3-10 semanas sin dejar cicatriz,

excepto en formas atipicas [16, 72, 75].

Sifilis secundaria

La sifilis secundaria aparece entre 6 semanas y 6 meses después de la aparicion del
chancro primario, y consiste en un estado bacteriémico en el que se ven involucrados
diversos sistemas del organismo. En un 25% de los casos, las manifestaciones tipicas
de la sifilis secundaria apareceran cuando el chancro aun esté presente [16]. Entre los

signos mas comunes se encuentran erupciones mucocutaneas (especialmente en el
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tronco) y linfadenopatia generalizada. En el 90% de los casos aparecera un sarpullido
cutaneo con lesiones maculares, maculopapulares, papulares o pustulosas, que
frecuentemente se localizan en las palmas de las manos y las plantas de los pies. En
areas intertriginosas pueden formarse condilomas planos o condylomata lata, y en las
mucosas pueden aparecer placas mucosas, siendo ambas lesiones altamente
infecciosas. En la lengua podemos encontrar zonas depapiladas (lengua en prado
segado) y en el cuero cabelludo zonas de alopecia (alopecia apolillada). Ademas de las
manifestaciones dermatolégicas, puede haber malestar general, febricula, anorexia,
artralgias y mialgias. Afectaciones como hepatitis, esplenomegalia, periostitis, aortitis,
glomerulonefritis, uveitis, retinitis, entre otras, también pueden ser manifestaciones de
sifilis secundaria [16, 75, 78]. Las manifestaciones neurolégicas pueden darse en un 25-
60% de los pacientes con secundarismo y deben tratarse como neurosifilis precoz [72,
75, 78]. Las manifestaciones mas frecuentes son meningitis, paralisis de los nervios

craneales y afectacion auditiva y ocular y sifilis meningovascular [16, 75].

1.6.2 Sifilis latente

Durante la sifilis latente no hay manifestaciones clinicas ni evidencias de infeccion
treponémica, pero si reactividad seroldgica. La sifilis latente se clasifica, segun el tiempo
que ha transcurrido desde que se ha contraido la enfermedad, en sifilis latente precoz

(durante el primer afio de infeccién) y sifilis latente tardia (mas de un ano) [73, 75].

1.6.3 Sifilis terciaria

La sifilis terciaria afecta aproximadamente a un 10-30% de los pacientes no tratados
adecuadamente, aunque hoy en dia es poco habitual gracias al extenso uso de
antimicrobianos [16, 75]. Esta fase de la enfermedad ocurre tras varios anos desde la

infeccion (entre 10 y 40 afios) y provoca dafios severos, pudiéndose ver afectados
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practicamente todos los érganos y tejidos. Los cuadros mas comunes son la sifilis
gomatosa (15%), la sifilis cardiovascular (10%) y la neurosifilis (7%) [16, 72, 75].

La goma es una lesién granulomatosa destructiva que puede desarrollarse en cualquier
tejido de manera aislada o multiple y presentar tamafos variables. Las localizaciones
mas habituales son la piel, con ndédulos mas o menos profundos, y los huesos,
provocando fracturas y/o afectacion articular [16, 72, 75]. En la sifilis cardiovascular
encontramos una endoarteritis obliterante que afecta a los vasos sanguineos que
recubren la aorta, provocando necrosis de la capa media y tejido elastico, aortitis y la
posible formacién de un aneurisma que puede causar afectacion valvular si se da en la
aorta ascendente [16, 75]. La neurosifilis es la infeccion por TPA del sistema nervioso
central que puede darse en cualquier momento de la infeccion, pero esta tipicamente
asociada a un estadio mas avanzado (neurosifilis tardia). La neurosifilis puede causar
meningitis, sifilis meningovascular (afectacion isquémica en cerebro o médula) y

neurosifilis parenquimatosa (paresia general y/o tabes dorsal) [1, 16, 72, 75].

1.6.4 Sifilis congénita

La transmision vertical puede producirse en cualquier estadio de la sifilis, siendo mas
probable durante los dos primeros afos de infeccion [1, 16, 75]. Suele transmitirse en
un estado avanzado de la gestacion (a partir de las 28 semanas), por lo que un
tratamiento adecuado prematuro consigue evitar la infeccién del feto [75]. La sifilis
congénita puede ser causa de muerte fetal, muerte perinatal, parto pretérmino,
enfermedad neonatal o infeccion latente. Durante la sifilis congénita temprana (2
primeros anos) suele haber afectacion osteocondral y mucocutanea y puede haber
hepatoesplenomegalia y sintomas neuroldgicos. En la sifilis congénita tardia (tras los 2
primeros afos), se pueden desarrollar lesiones inflamatorias cronicas, queratitis
intersticial, sordera, artropatias, malformaciones craneofaciales y dentales, neurosifilis,

entre otros [1, 16, 75].
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1.7 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DE LA SIFILIS

El diagndstico de la sifilis se fundamenta en la evaluacion clinica del paciente
(manifestaciones clinicas y riesgo epidemioldgico) y la confirmacion mediante pruebas
de laboratorio. El diagndstico microbiolégico de la sifilis viene condicionado
principalmente por la presencia o ausencia de manifestaciones clinicas en el paciente
(cribado asintomatico o sospecha clinica), por el tipo de manifestaciones clinicas y el
tipo de muestras que se hayan podido recoger.

Los métodos diagnodsticos de la sifilis se clasifican en métodos directos (demuestran
explicitamente la presencia de TPA) y métodos indirectos (demuestran la respuesta
inmunitaria después de una infeccion), siendo estas ultimas el principal método

diagnéstico [79].

1.7.1 Diagndstico directo

El diagndstico mediante métodos directos se puede realizar en las ulceras o lesiones
cutaneas, adenopatias, tejidos o LCR y es especialmente util durante el periodo
ventana, cuando aun no hay respuesta inmunitaria detectable [80]. Las metodologias

principales incluyen la microscopia y las técnicas de biologia molecular:

Microscopia en campo oscuro

La microscopia en campo oscuro proporciona un diagnostico inmediato ya que permite
visualizar las espiroquetas y su movimiento rotatorio caracteristico. Debe hacerse en
menos de 30 minutos tras la obtencién de la muestra, por lo que es una técnica que
queda limitada a laboratorios de microbiologia que estan muy cerca de la consulta
médica. Podria considerarse una técnica de laboratorio en el lugar de asistencia (point

of care). Es una técnica laboriosa y su sensibilidad y especificidad son limitadas, por lo
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que requiere un especialista con elevada experiencia en microscopia [16, 75, 79]. Si
bien un resultado positivo es definitivo, un resultado negativo nunca excluye un
diagnostico de sifilis ya que una baja concentracion de espiroquetas en la muestra
podria pasar desapercibida. La microscopia no esta indicada en muestras de lesiones
orales y anales debido a la presencia de treponemas saprofitos en estas localizaciones

[79, 80].

Reaccion en cadena de la polimerasa

Las técnicas de biologia molecular estan ganando terreno a la microscopia ya que no
requieren la inmediatez entre la obtencion de la muestra y el analisis, son técnicas muy
sensibles y especificas, y no son tan subjetivas como la microscopia [16, 79]. Ademas,
aunque la muestra de eleccion es el exudado del chancro, la reaccidén en cadena de la
polimerasa (PCR) también se puede realizar a partir de lesiones orales y anales, sangre,
tejidos, LCR, humor vitreo y liquido amniético [16, 75]. Los principales genes diana
descritos son el gen tmpA (codifica para la proteina A treponémica de membrana), el
gen 4D (codifica para la lipoproteina de subsuperficie 4D), el gen bmp (codifica para la
proteina de membrana basica), el gen tpp47 (codifica para una proteina de membrana
de 47 Kilodalton), y el gen polA (codifica para la ADN polimerasa 1), siendo estos dos

ultimos los mas usados habitualmente para la deteccion de TPA [81].

Existen otras técnicas que permiten la deteccién directa de TPA pero que actualmente se
utilizan poco en los laboratorios de diagnéstico debido a su laboriosidad. Entre ellas se
encuentran la deteccidon inmunohistoquimica mediante anticuerpos policlonales; la
hibridizacion en tejidos; la tincion de Warthin-Starry en tejidos o la inmunofluorescencia

directa [75].
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1.7.2 Diagndstico indirecto o seroldgico

Los métodos indirectos permiten tanto la deteccion de la infeccidn activa como de la
infeccion pasada, asi como realizar un seguimiento de la evolucion de la infeccién. Sin
embargo, proporcionan un diagnoéstico presuntivo y no definitivo, precisando la
combinacion de pruebas treponémicas y no treponémicas para poder informar de un

resultado positivo [16, 79, 80].

Pruebas no treponémicas

Las pruebas no treponémicas, o reaginicas, permiten determinar mediante floculacion
la presencia de inmunoglobulinas G y M frente al complejo antigénico formado por
cardiolipina, leciticina y colesterol, resultado de la interaccion de TPA con los tejidos del
huésped [75, 79].

Por un lado, los anticuerpos reaginicos son buenos marcadores en fase aguda ya que
sus valores son altos durante las fases tempranas de la infeccion (suelen positivizar a
los 10-15 dias de la aparicion del chancro). Ademas, las pruebas no treponémicas
proporcionan resultados semi-cuantitativos y se expresan en forma de diluciones o
titulos (1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16...), que se correlacionan con la actividad de la
enfermedad, permitiendo la monitorizacion de la evolucion de la infeccion y la eficacia
del tratamiento [79]. Una disminucion de 2 titulos (0 mas) sugiere una respuesta
favorable al tratamiento y una buena evolucién de la infeccion [16]. Por otro lado, los
anticuerpos reaginicos no son especificos para TPA y también se desarrollan en
respuesta a otras enfermedades, lo que puede dar lugar a reacciones cruzadas o falsos
positivos. Los falsos negativos pueden darse por una baja cantidad de anticuerpos o por
un exceso de anticuerpos. Esto ultimo se conoce como fenédmeno prozona, que consiste
en la ausencia de aglutinacion o presencia de aglutinacion completa en las diluciones

altas [16, 75, 79, 82]. Las dos pruebas no treponémicas principales son: VDRL (Venereal
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Diseases Research Laboratory) (floculacion microscépica) y RPR (Rapid Plasma
Reagin) (floculacion macroscopica). Ambas técnicas son sencillas, baratas y sensibles,
aunque manuales y no automatizadas [75, 79]. Como toda técnica observador-
dependiente, puede haber variacion entre la interpretacion del titulo, hecho que debe

tenerse en cuenta si el seguimiento se hace en laboratorios diferentes.

Pruebas treponémicas

Las pruebas treponémicas detectan anticuerpos especificos frente a antigenos
treponémicos. Estos anticuerpos son detectables de manera precoz (5-15 dias desde la
aparicion del chancro) y permanecen en el organismo hospedador por muchos afos aun
después de su curacion, o incluso toda la vida [75]. Por consiguiente, estas pruebas son
muy especificas, pero no son utiles para diferenciar entre infeccion aguda o pasada.
Algunas de las pruebas treponémicas se realizan en plataformas automatizadas,
facilitando su uso como técnica de cribado [16, 75]. Las técnicas mas comunes son: la
quimioluminiscencia; los enzimoinmunoensayos; la hemaglutinacién y aglutinacion
como el TPHA (Treponema pallidum hemaglutination test) y el TPPA (Treponema
pallidum particle agglutination); y la inmunofluorescencia como el FTA-abs (fluorescent

treponemal antibody absorption test) [75, 79].

1.7.3 Algoritmos de cribado

Hoy en dia no hay disponible una técnica especifica que pueda utilizarse como unico
método diagndstico, sino que deben emplearse diferentes pruebas de forma conjunta
para confirmar la infeccién. Las guias internacionales para el manejo de la sifilis

describen dos algoritmos diagnésticos para el cribado de la poblacion:

= El denominado algoritmo tradicional solia usarse antes de la implementacion de

pruebas automatizadas y se sigue empleando en laboratorios pequefios que no
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tienen un gran volumen de muestras o que tienen pocos recursos. Primero se
realiza una prueba no treponémica, que de ser positiva debe confirmarse con

una prueba treponémica. Este algoritmo solamente detecta sifilis activa [79].

= El algoritmo inverso o reverso se emplea en la mayoria de los laboratorios con
un elevado numero de muestras, ya que la primera técnica suele ser una prueba
treponémica automatizada (por quimioluminiscencia o enzimoinmunoensayo).
Un resultado negativo excluye la infeccion en el contexto de cribado, pero debe
repetirse a las 6 semanas ante un paciente con sospecha clinica. Como las
pruebas treponémicas no son capaces de diferenciar entre infeccion activa,
latente o pasada, un resultado positivo debe confirmarse con una prueba no

treponémica [16, 75, 79, 82].

1.8 TRATAMIENTO

Desde el descubrimiento de la actividad treponemicida de la penicilina en 1943, este
antibiético ha sido y sigue siendo el tratamiento de eleccion para la sifilis [4]. Sin
embargo, también se han usado otras pautas terapéuticas para aquellos pacientes
alérgicos a la penicilina o que rechazan el tratamiento por via parenteral. La azitromicina
2g oral en una unica dosis ha sido el tratamiento alternativo durante muchos afios por
su facilidad de administracion y la larga vida media de este antibidtico. No obstante, la
rapida aparicion de fracasos terapéuticos ha provocado que se excluya de las guias
terapéuticas como tratamiento de primera eleccién [75]. Por el contrario, la doxiciclina
sigue siendo una buena opcion para el tratamiento alternativo de la sifilis cuando no es

posible el uso de la penicilina [83].
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Las pautas de tratamiento recomendadas se basan en el estadio de la infeccion en el
momento del diagnostico y varian ligeramente en todo el mundo. Los tratamientos
recomendados por la guia de la Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas y

Microbiologia Clinica se resumen en la tabla 1 [83].

Tabla 1. Guia para el tratamiento de la sifilis adquirida [83].

Tratamiento de eleccion Tratamiento alternativo

Sifilis primaria,
Doxiciclina 100 mg oral

secundaria o Penicilina benzatina G 2,4 M o
. o diariamente cada 12 horas
sifilis latente Ul IM en dosis unica ]
durante 14 dias
precoz

Sifilis latente
Penicilina benzatina G 2,4 M

tardia, sifilis de Doxiciclina 100 mg oral
. Ul IM semanalmente durante o
duracion ] diariamente cada 12 horas
. 3 semanas (en los dias 0, 7 y .
desconocida o 14) durante 28 dias

sifilis terciaria

Penicilina G procaina 2,4 M Ul
IM con probenecid (500 mg
cada 6 horas) diariamente

durante 10-14 dias.
Penicilina G sodica 3-4 M Ul

. IV cada 4 horas o 18-24 M Ul . .
oftalmolégica o . N . En caso de alergia a la misma,
. en infusion continua, ambas
sifilis otica ] debe pautarse una
durante 10-14 dias

Neurosifilis, sifilis

desensibilizacion y tratamiento

con penicilina IV.

*Ceftriaxona 2 g IV al dia
durante 10-14 dias)

M: millones; Ul: unidades; IM: via intramuscular; 1V: via intravenosa.
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El tratamiento en mujeres gestantes debe ser adecuado al estadio de la enfermedad,
pero, en caso de alergia a penicilina, debe pautarse una desensibilizacion y tratar con

penicilina [83].

Reaccién de Jarisch-Herxheimer

La reaccion de Jarisch-Herxheimer es una reaccion sistémica autolimitada que se
produce una o dos horas después del tratamiento de la sifilis, probablemente debido a
la lisis masiva de las espiroquetas. Se da sobre todo en pacientes tratados con penicilina
y es mas frecuente en la sifilis secundaria. Se presenta comiunmente como un cuadro

febril con mialgias y cefaleas y normalmente se resuelve a las 24 horas [16, 83].

1.9 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE TPA

Las técnicas de biologia molecular permiten estudiar la diversidad genética y las
dinamicas de transmisién de muchos microorganismos, asi como relacionar variantes
genéticas con determinadas manifestaciones clinicas de algunas enfermedades
infecciosas.

Durante los ultimos veinte afos se han descrito diferentes métodos de tipificacion para
TPA (tabla 2), muchos de ellos centrados en loci altamente variables, ya que la
diversidad genética de este microorganismo es bastante limitada (menos del 0,03%)
[84]. En 1998, investigadores de los Centros para la Prevencion y el Control de
Enfermedades (CDC) propusieron el primer método de tipificacion molecular conocido
como CDC typing [85]. En el afio 2010, este método fue modificado por Marra et al. [86]
y fue denominado Enhanced CDC Typing (ECDCT). Existen otros métodos descritos
como el Sequenced-based molecular typing (SBMT) [87]; el CDC-rpsA [88] y, el mas

reciente, el método Multilocus Sequence Typing (MLST) [84].
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Tabla 2. Métodos para la tipificacion de Treponema pallidum subespecie pallidum.

Nombre del Nomenclatura
Metodologia Genes ] Referencia
método tipificacion
Repeticiones de 60 pb arp Pillay et
CDC typin Subtipo al., 1998
yping RFLP tprE,G,J P
[83]
tp0136
Flasarova
o tp0548 ,
SBMT Secuenciacion por Sanger Genotipo et al., 2006
ARNr
[87]
23S
Repeticiones de 60 pb arp Marra et
ECDCT RFLP tprE,G,J Tipo al., 2010
Secuenciacion por Sanger ip0548 [86]
Repeticiones de 60 pb arp
_ Katz et al.,
CDC-rpsA RFLP tprE,G,J Subtipo
2010 [88]
Repeticiones de guaninas rpsA
tp0136 Grillova et
Perfil alélico o
MLST Secuenciacion por Sanger ip0548 _ al., 2018
haplotipo
tp0705 [84]

CDC: Centers for Disease Control and Prevention; SBMT: Sequencing Based Molecular
Typing; ECDCT: Enhanced CDC Typing Method; MLST: Multilocus Sequence Typing;
pb: pares de bases; RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphisms
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1.9.1 Caracterizacidon molecular mediante los métodos de los CDC

El método propuesto por los CDC fue el primer sistema de tipificacion molecular para
TPA 'y, por ello, es el mas conocido y ampliamente utilizado a nivel internacional. El
método CDC consiste en la caracterizacion de los genes arp y tpr. Su version ampliada

se conoce como método ECDCT e incorpora la caracterizacion del gen tp0548.

» Gen arp (acidic repeat protein) (tp0433): codifica para una proteina de
membrana que contiene un dominio de unién a fibronectina, por lo que se cree
que podria tratarse de una region inmunogénica [89]. Su principal caracteristica
es la presencia de motivos de 60 pares de bases (pb) repetidos en tandem. Las
diferentes variantes genéticas de TPA se pueden distinguir segun el nimero de
repeticiones de 60 pb presentes en este gen, que se determina mediante el peso

molecular del producto amplificado por PCR [85].

*» Familia de genes tpr (Treponema pallidum repeat) esta constituida por tres
subfamilias:

- Subfamilia | (tprC, tprD, tprF, tprl)

- Subfamilia Il (tor E, tprG, tprJ)

- Subfamilia Il (tprA, tprB, tprH, tprK, tprL)
Estos genes actuan como factores de virulencia mediante mecanismos de evasién
inmunogénica [49, 90]. Los genes tprE (tp0313), tprG (tp0317) y tprd (tp0621) de la
subfamilia Il presentan multiples dianas de restriccion para la endonucleasa Msel. Tras
la digestion enzimatica de los genes amplificados previamente por PCR, es posible la
diferenciacion de variantes genéticas mediante la determinacion de polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP, del inglés Restriction Fragment Length
Polymorphisms). Cada fragmento de restriccion o patrén de bandas lleva asignado una

letra en minuscula [85].
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= Gen tp0548: se cree que codifica para una proteina de membrana
transportadora de acidos grasos de cadena larga, aunque todavia no esta bien
establecida su funcion [55]. En este caso, el analisis consiste en secuenciar un
fragmento de 81 pb del gen {p0548 y caracterizarlo segun los polimorfismos de
un solo nucledétido con relacion a las cepas de referencia. A cada tipo de

secuencia se le asigna una letra en minuscula [86].

Al resultado de la tipificacion por el método CDC se le denomina “subtipo” y se determina
mediante la combinacion del numero de repeticiones del gen arp y la letra asignada al
patron de restriccion de los genes tpr [85]. Al resultado de la tipificacion por ECDCT se
le denomina tipo y es producto de combinar el subtipo CDC vy el tipo de secuencia del
gen tp0548 [86]. Por ejemplo, supongamos un aislado de TPA que presenta 14
repeticiones en el gen arp, un patron de bandas del gen tpr denominado “d” y una

secuencia del gen {p0548 denominada “g”. Se determina que este aislado pertenece al

subtipo 14d y al tipo 14d/g.

1.9.2 Caracterizacion molecular basada en analisis de secuencias de
multiples locus

El método MLST fue propuesto por Grillova y su grupo de la Universidad Masaryk

(Republica Checa) [84] en el 2018. Este esquema consiste en la combinacién de tres

numeros asociados a las secuencias de los genes {p0136, tip0548y tp0705.

» Gen tp0136: codifica para una adhesina (proteina de membrana) que se une a
fibronectina, un componente importante de la matriz extracelular del huésped y
se cree que juega un papel importante en la persistencia de la infeccién [91]. Se
determinan el tipo de secuencia segun la identificacion de polimorfismos de un

solo nucledtido en una region amplificada de 1206 pb [84].
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= Gen tp0548: como se ha mencionado anteriormente, se cree que codifica para
una proteina de membrana transportadora de acidos grasos de cadena larga
[55]. En este caso, la caracterizacion se realiza en una region amplificada de

1065 pb [84].

» Gen tp0705: este gen codifica para una proteina de union a penicilina [92]. La
region amplificada que se analiza en este gen presenta una longitud de 803 pb

[84].

El resultado del método MLST se denomina perfil alélico o haplotipo y es producto de
unir los tres numeros de cada gen separados por puntos. Por ejemplo, supongamos un
caso que presenta la secuencia “1” del gen {p0136, la secuencia “3” del gen {p0548y la
secuencia “1” del gen tp0705, determinaremos que pertenece al perfil alélico o haplotipo
1.3.1. Cada perfil alélico o haplotipo es, a su vez, renombrado con un niumero para definir
el secuenciotipo (ST), atendiendo a los datos disponibles en la plataforma publica

PubMLST [93, 94].
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1.10 RESISTENCIAS ANTIBIOTICAS

1.10.1 Resistencia a los macrolidos

Los macrdlidos actuan inhibiendo la sintesis proteica bacteriana uniéndose a la
subunidad 50S ribosomal. La subunidad 23 del ARN ribosomal (ARNr 23S) forma parte
del complejo 50S del ribosoma y presenta funcion peptidil-transferasa, es decir, cataliza
la formacién de enlaces peptidicos entre los aminoacidos durante la traduccion a
proteinas. Los macrélidos se unen al sitio P del ARNr 23S bloqueando la translocacion
del peptidil ARN de transferencia durante la elongacion y, por tanto, impidiendo la unién

de la cadena aminoacidica [95] (figura 11A).

A
Cadena de aminoacidos
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Figura 11. Mecanismo de accién de los macrolidos y las tetraciclinas. A) Macrdlido (M)
impide la translocacién del ARN de transferencia. B) Tetraciclina (T) unida a la
subunidad 16 del ribosoma impide la union del ARN mensajero.

M: macrdlido; T: tetraciclina; ARNm: ARN mensajero; ARNt: ARN de transferencia; aa:

aminoacido. Elaborado con BioRender.com (2021).

Se han descrito diferentes mutaciones puntuales en el gen del ARNr 23S de diversos
microorganismos que confieren un fenotipo de resistencia frente a los macrolidos. En el
afo 2004, investigadores de la Universidad de Washington [96] demostraron la
transicion de una guanina por una adenina en la posicion 2058 (A2058G) en el gen del

ARNr 23S (posicion en la secuencia de Escherichia coli) de TPA en dos pacientes con
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sifilis con sospecha de fracaso de tratamiento a azitromicina. Este hallazgo fue
confirmado mediante estudios in vivo. Los conejos infectados con la cepa salvaje de
TPA respondieron al tratamiento con azitromicina y eritromicina mientras que los
conejos con la cepa con la mutaciéon A2058G mantuvieron las lesiones. En 2009, se
identificd la presencia de la misma mutacion pero en una posicion inmediatamente
después (A2059G) en un paciente con sospecha de fracaso de tratamiento a

espiramicina [97].

1.10.2 Potencial desarrollo de resistencia a las tetraciclinas

Las tetraciclinas son antibidticos bacteriostaticos que actuan inhibiendo la sintesis
proteica mediante la union al ARNr 16S de la subunidad 30S del ribosoma. EI ARNr 16S
es complementario a la secuencia Shine-Dalgarno del ARN mensajero y la unién de
ambas secuencias permiten el inicio de la traduccion a proteinas. Asi, la traduccién del
ARN bacteriano es inhibida por las tetraciclinas al bloquear el acoplamiento del ribosoma
[98] (figura 11B). Las tetraciclinas son antibioticos de amplio espectro eficaces en el
tratamiento de diferentes ITS y otras infecciones bacterianas. No obstante, se han
identificado resistencias secundarias a mutaciones en el loop de la hélice 31 del gen
ARNr 16S en algunas bacterias como Helicobacter pylori [99—102] y Propionibacterium

acnes [103] (tabla 3).

Tabla 3. Mutaciones que confieren resistencia a las tetraciclinas en Helicobacter pylori

y Propionibacterium acnes.

. . Posicion Secuencia  Secuencia de
Microorganismo
(Escherichia coli) original resistencia
965-967 AGA TTC
Helicobacter pylori
939 A C
Propionibacterium acnes 1058 G C

TPA: Treponema pallidum subespecie pallidum; A: adenina; G; guanina; T; timina; C: citosina.
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Se cree que el mecanismo por el cual TPA podria desarrollar resistencia a las
tetraciclinas bajo presién antibiética seria mediante mutaciones espontaneas en el gen
ARNr 16S, puesto que carece de elementos genéticos tipicamente asociados a
mecanismos de transferencia horizontal. Sin embargo, la literatura cientifica existente
hasta el momento no muestra evidencia de mutaciones en esta region del genoma de

TPA [104—110].
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2. JUSTIFICACION

La sifilis ha causado graves problemas de salud publica en todo el mundo a lo largo de
su historia. En la actualidad, la sifilis presenta una elevada incidencia en paises en vias
de desarrollo, causando grandes estragos debido al acceso limitado a antibiéticos y a
las escasas medidas higiénico-preventivas. En los paises desarrollados es una
enfermedad reemergente, sobre todo entre los grupos con mas riesgo para la
adquisicion de ITS como los HSH. Barcelona es una ciudad cosmopolita, altamente
poblada y con una gran diversidad cultural. Ademas, en los ultimos afos han proliferado
tanto los locales de ocio nocturno como las redes sociales de intercambio sexual, lo que
puede haber favorecido el aumento en la incidencia de las ITS. La reemergencia de la
sifilis justifica la necesidad de profundizar en el conocimiento sobre el patdgeno que
causa esta enfermedad. Dado que el cultivo in vitro de TPA ha sido practicamente
utdpico hasta la fecha, muchas de las investigaciones se basan en estudios moleculares
de aislados clinicos. La caracterizacion molecular de TPA permite conocer la distribucion
geografica de sus variantes, la identificacion de cepas predominantes y su asociacion
con diferentes manifestaciones clinicas, y la identificacion de brotes y redes de
transmision. Afortunadamente, el tratamiento de primera linea de la sifilis sigue siendo
efectivo, sin que se hayan documentado casos de fracaso terapéutico. Sin embargo, el
extenso uso de antibiéticos puede desencadenar el desarrollo de mecanismos de
resistencia, tal y como ha sucedido con otras ITS. Los analisis de sensibilidad
antimicrobiana también se han visto obstaculizados por la dificultad del cultivo de TPA,
por lo que se fundamentan en la busqueda de mutaciones presentes en su genoma que
puedan conferir resistencia. Existen varios estudios sobre la epidemiologia molecular y
la resistencia a macrdélidos y tetraciclinas de TPA en numerosos paises durante las
ultimas dos décadas. Sin embargo, segun nuestro conocimiento, no hay datos

disponibles a nivel local ni tampoco a nivel nacional.
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3. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis es estudiar la epidemiologia molecular de TPA a partir
de una cohorte de pacientes diagnosticados de sifilis precoz durante el afio 2015 en la

ciudad de Barcelona.

1. Analizar el rendimiento de las muestras de exudado de ulcera genital y de sangre
total para la deteccion molecular de TPA y para su uso en estudios de

epidemiologia molecular.

2. Describir las variantes genéticas de TPA circulantes en Barcelona durante el 2015

segun el método ECDCT.

3. Describir los perfiles genéticos de TPA circulantes en Barcelona durante el 2015

segun el método MLST.

4. Comparar los métodos de tipificacion molecular de TPA: ECDCT y MLST

5. Identificar la presencia de mutaciones en TPA que confieren resistencia a

macrolidos

6. Identificar la presencia de mutaciones en TPA potencialmente asociadas a

resistencia a tetraciclinas
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4. RESULTADOS

A continuacion, se presentan las tres publicaciones que constituyen esta tesis doctoral

por compendio de articulos:

4.1. Primer trabajo: Nueva variante del gen 00548 de Treponema
pallidum subespecie pallidum identificado en Barcelona,

Espana.

Titulo original: Novel tp0548 sequence-type of Treponema pallidum identified in

Barcelona, Spain.

Ferndndez-Naval C, Arando M, Espasa M, Anton A, Gimferrer L, Pifiana M,
Fernandez-Huerta M, Gonzéalez-Lopez JJ, Serra-Pladevall J, Pumarola T, Vall-Mayans

M, Esperalba J.

Sexually Transmitted Diseases. 2019 May; 46(5):e50-e52.

DOI: 10.1097/0LQ.0000000000000947

RESUMEN

Una nueva variante del gen tp0548 de TPA fue identificada en una muestra de Ulcera
genital de un paciente con sifilis primaria diagnosticado en el Hospital Universitari Vall

d’'Hebron (Barcelona). La nueva variante fue denominada con la letra “z” siguiendo la

nomenclatura del método ECDCT.
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4.2. Segundo trabajo: Tipificacion molecular de 7reponema
pallidum subespecie pallidum mediante el método Enhanced

CDC Typing y estudio de resistencias a macrolidos y

tetraciclinas en Barcelona.

Titulo original: Enhanced molecular typing and macrolide and tetracycline-resistance

mutations of Treponema pallidum in Barcelona.

Fernandez-Naval C, Arando M, Espasa M, Anton A, Fernandez-Huerta M, Silgado A,

Jimenez I, Villatoro AM, Gonzéalez-Lépez JJ, Serra-Pladevall J, Sulleiro E, Pumarola T,

Vall-Mayans M, Esperalba J.

Future Microbiology. 2019 Sep;14:1099-1108.

DOI: 10.2217/fmb-2019-0123
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RESUMEN

Objetivo: describir los tipos moleculares de TPA y el porcentaje de muestras con

mutaciones asociadas a resistencia a macrolidos y tetraciclinas en Barcelona.

Material y métodos: la determinacién de los tipos moleculares se realizé siguiendo el
método ECDCT (genes arp, tpr y tp0548). El estudio de resistencia antibiética se

realiz6 mediante la secuenciacion de una region de los genes ARNr 23Sy 16S.

Resultados: 183 pacientes fueron incluidos en el estudio, de los cuales se recogieron
213 muestras (99 muestras de exudado de Ulcera genital y 114 muestras de sangre
total). De las 88 muestras de Ulcera positivas, se pudieron caracterizar completamente
62 (70,5%), pero ninguna de las 42 muestras positivas de sangre se pudo tipificar
totalmente. Se detectaron 21 tipos diferentes, siendo los mas frecuentes el 14d/g
(27,4%) y el 14f/g (14,5%). El 94% de las muestras presento alguna de las mutaciones
de resistencia a macrdélidos, pero no se detectdé ninguna mutacién potencialmente

asociada a resistencia a tetraciclinas.

Conclusiones: se identificaron diferentes tipos genéticos de TPA circulando en

Barcelona ademas de un elevado porcentaje de resistencias a macrdlidos, pero no se

detectaron mutaciones de resistencia a tetraciclinas.
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4.3. Tercer trabajo: Tipificacion molecular de 7reponema pallidum
subespecie pallidum mediante el método Multilocus

Sequence Typing en Barcelona

Titulo original: Multilocus sequence typing of Treponema pallidum subsp. pallidum in

Barcelona.
Fernandez-Naval C, Arando M, Espasa M, Anton A, Fernandez-Huerta M, Silgado A,
Pinatar C, Zarzuela F, Gonzalez-Lépez JJ, Serra-Pladevall J, Sulleiro E, Pumarola T,

Vall-Mayans M, Esperalba J.

Future Microbiology. 2021 Sep;16:967-976.

DOI: 10.2217/fmb-2021-0037
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RESUMEN

Objetivo: realizar la tipificacion de TPA mediante el método MLST en muestras
clinicas de sifilis previamente caracterizadas por el método ECDCT y en las que se

habian estudiado mutaciones de resistencia a macrolidos y tetraciclinas.

Material y métodos: el método MLST se realizé en muestras de exudado de Ulcera
genital y sangre total mediante la secuenciacién Sanger de los loci tp0136, tp0548 y

tp0705.

Resultados: se pudieron caracterizar completamente un total de 59/85 (69,4%)
muestras de exudado de Ulcera genital y 4/39 (10,3%) muestras de sangre total. El
perfil alélico mas frecuente fue el 1.3.1 (56%) y el 1.1.1 (11%). Todas las muestras
tipificadas como 1.3.1 presentaban también la mutacion A2058G, responsable de la
resistencia a macrolidos. Ambas metodologias, MLST y ECDCT, presentaron

rendimientos de tipificacion similares.

Conclusiones: se identificaron diferentes perfiles alélicos en Barcelona, que fueron

agrupados y diferenciados en los dos clados principales de TPA. Los resultados

obtenidos en este estudio fueron similares a los descritos previamente en Europa.
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5. DISCUSION

La sifilis ha sido causa de grandes epidemias desde finales del siglo XV y sigue siendo
un asunto importante de salud publica en todo el mundo. A pesar de su larga historia,
todavia no se conocen muchas de las caracteristicas y mecanismos de su agente
patégeno causal, TPA, en parte por las dificultades técnicas para su cultivo in vitro. No
obstante, los avances en los métodos de biologia molecular han permitido salvar
algunos de estos impedimentos y han resultado ser un gran recurso tanto para el

diagndstico como para la investigacion de la sifilis.

Esta tesis doctoral, constituida por los tres trabajos mencionados en el apartado anterior,
presenta los primeros y unicos datos publicados de epidemiologia molecular y
resistencia antibiética de TPA en Espafia. Dado que los hallazgos obtenidos en los tres

estudios se complementan, se realiza una discusion conjunta.

Rendimiento de la PCR de deteccion y de los métodos de

tipificacion de TPA

Existen diferentes factores que pueden alterar la sensibilidad de las técnicas de biologia
molecular, entre ellos el tipo de muestra primaria, la cantidad y calidad del material
genetico, la presencia de sustancias inhibitorias y la diana genética analizada. La carga
bacteriana de la muestra es una de las variables mas vinculadas al rendimiento de la
técnica de PCR y depende, en gran medida, del tipo de muestra primaria. En el presente
estudio y tal como se detalla en los resultados del segundo trabajo de esta tesis, se
comparo el rendimiento de la PCR en dos tipos de muestra: exudado de ulcera genital
y sangre. Atendiendo al tipo de muestra, se observé que el porcentaje de positividad de

la PCR de deteccion fue significativamente mas elevado en las muestras de ulcera
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genital (88,9%; IC: 82,7-95,1) que en las de sangre total (36,8%; IC: 28,5-46) (valor p
<0,0001). Asimismo, las muestras de ulcera presentaron un valor medio del ciclo de
amplificacion (Ct, del inglés Cycle threshold) significativamente inferior al de las
muestras sanguineas (34,4 respecto 39,4) (valor p <0,0001). Aunque no se puede
establecer la carga bacteriana (espiroquetas/mL) sin una curva de calibracion, el valor
de Ct proporciona una idea aproximada de la carga bacteriana ya que es inversamente
proporcional a la cantidad de ADN treponémico. Los resultados obtenidos en este
estudio indican que, aunque TPA es detectable en sangre en un tercio de los casos, la
cantidad de espiroquetas es mucho mas elevada en el lugar de inoculaciéon (chancro
primario). Ademas de contener una concentracion de espiroquetas inferior, la sangre
presenta sustancias inhibitorias, inherentes a este tipo de muestra, que pueden
disminuir el rendimiento diagndstico de la PCR [111, 112]. Estudios anteriores también
han descrito valores de sensibilidad mucho mas elevados en muestras de ulcera (75%-
95%) [113-117] que en muestras sanguineas (sangre total, suero o plasma) (0 a 55%)
[113-115, 118, 119]. Junto con lo descrito previamente, nuestros datos refuerzan que la
muestra de Ulcera sea la muestra de eleccién para la deteccion de TPA debido a su
mayor rendimiento. Esto, no obstante, dificulta que aquellos pacientes que no presenten
este tipo de lesion se puedan incluir en estudios basados en métodos moleculares. Si
bien en algunas ocasiones se pueden observar Ulceras primarias en casos de sifilis
secundaria, esta es una manifestacion relativamente atipica [16]. De hecho, de los 120
pacientes diagnosticados de sifilis secundaria en el presente estudio, se obtuvieron 34

muestras de ulcera (28,3%), en 29 de las cuales (85,3%) se detectd TPA.

Ante esta limitacién, varios trabajos han evaluado tipos de muestra alternativos para la
deteccién de TPA en diferentes etapas de la sifilis [118—121]. Castro et al. [118, 120] y
Lu et al. [120] obtuvieron un rendimiento diagndstico en muestras de sangre capilar del
I6bulo de la oreja de en torno al 54-66%. Este rendimiento es inferior al que se puede

obtener de las Ulceras, pero bastante superior al de otras fracciones de la sangre. Por
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otro lado, Wang et al. [119] evaluaron en paralelo el rendimiento de la saliva y el plasma
de pacientes con diferentes estadios de sifilis, mostrando un rendimiento global del 44%
en saliva frente al 29% en plasma. Sorprendentemente, la sensibilidad de la PCR en
saliva aumenté hasta el 87,5% en pacientes con sifilis secundaria. El futuro de la
muestra de saliva como alternativa a la sangre en casos de sifilis secundaria o en fases
latentes parece prometedor. No solo por presentar una elevada sensibilidad, sino

también porque su obtencidén es muy poco invasiva para el paciente.

A lo largo de los afos, también se han evaluado diferentes genes para el diagnostico
molecular de la sifilis: el gen de la proteina A treponémica de membrana (tmpA), el de
la lipoproteina de subsuperficie 4D (4D), el de la proteina de membrana basica (bmp) y
los genes tpp47y polA, siendo estos dos ultimos los utilizados con mayor frecuencia. A
pesar de que el gen diana también puede ser una variable que influya en el rendimiento
de la PCR, segun los metaanalisis de Theel et al. [81] y Gayet-Ageron et al. [122], los
genes tpp47 y polA muestran valores de sensibilidad y especificidad similares y pueden

usarse indistintamente.

Los métodos de tipificacion de TPA se basan en técnicas moleculares, por lo que su
rendimiento también viene condicionado por los factores ya mencionados. Siguiendo el
método ECDCT, TPA se pudo caracterizar total o parcialmente (por uno, dos o tres
genes) en el 81,5% del total de las muestras. La caracterizacion completa (los tres
genes) fue posible en el 47,7% de las muestras, todas ellas procedentes de ulceras
genitales. Igual que en la deteccion molecular de TPA, el rendimiento de tipificacion
completa en muestras de exudado de ulcera genital también fue significativamente
superior que en muestras de sangre (70,5% vs 0%; valor p <0,0001). De hecho, las
muestras de sangre solo se pudieron caracterizar parcialmente. Se han descrito
rendimientos de tipificacion del método ECDCT muy variables entre diferentes estudios.

Segun la revision realizada por Fu et al. [123], en los 21 estudios analizados de entre
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2010y 2019, el rendimiento global del ECDCT fue del 72,3%, con un rango de entre el
31% y el 97,5%. Posteriormente, se han publicado tres articulos mas que presentan

rendimientos del 64% [124], 73% [125] y 92% [110].

Siguiendo el método MLST, y tal como se muestra en el tercer trabajo de esta tesis, el
87,9% de las muestras pudieron ser caracterizadas total o parcialmente (por uno, dos o
tres genes). La tipificacion completa se consiguio en el 50,8% del total de las muestras.
De nuevo, el rendimiento de tipificacion fue superior en muestras de ulceras genitales
(69,4%) que en muestras de sangre (10,3%) (valor p <0.001). Los estudios publicados
previamente muestran unos rendimientos de MLST de entre el 45% y el 100% [84, 107,
108, 110, 126-128]. Segun nuestro conocimiento, unicamente otros dos estudios
incluyeron muestras de sangre para la caracterizacion por MLST [126, 128]. En el
primero de ellos, Vrbova et al. [126] mostraron un porcentaje de caracterizacion
completa similar al del presente trabajo (48,4% y 50,8% respectivamente). También
obtuvieron un mejor rendimiento en las muestras de lesiones primarias y secundarias
(82,2%) que en sangre (16,7%). El estudio de Sahi et al. [128] presentd un rendimiento
superior en las muestras de ulcera (90%) que en las de sangre (80%), aunque la
diferencia no fue tan acusada. El rendimiento global que obtuvieron fue superior al
nuestro (76,7% y 50,8% respectivamente). Cabe indicar que las muestras que
seleccionaron ya habian sido caracterizadas completamente con el método ECDCT, lo

que podria estar sesgando la interpretacion de estos resultados [128].

La gran variabilidad entre los rendimientos de tipificacion de los diferentes estudios
publicados se debe, probablemente, a la heterogeneidad de las variables (criterios de
inclusion, numero de muestras analizadas, tipo de muestra primaria, parametros y
condiciones de almacenaje y de los protocolos de las técnicas moleculares, etc.) [123].
En nuestro estudio, uno de los factores que mas pudo influir es que todas las muestras

positivas en la PCR de deteccion fueron incluidas independientemente del valor de Ct.
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Es decir, que las muestras con carga bacteriana mas baja también fueron analizadas.
De hecho, la media de los valores de Ct fueron inferiores en las muestras caracterizadas
completamente (ECDCT: 33,6; MLST: 33,7), en comparacion con las muestras que solo
se pudieron caracterizar parcialmente (ECDCT: 37,5; MLST: 38,1), o las no
caracterizadas (ECDCT: 39,7; MLST: 39,3). Estos valores vuelven a manifestar que la

carga bacteriana es un factor crucial en la eficiencia de las técnicas moleculares.

En general, el rendimiento global de los dos métodos utilizados en este estudio, ECDCT
y MLST, fue similar. Considerando solo las muestras de ulcera genital, tampoco se
observaron diferencias entre ambos métodos. Por el contrario, el rendimiento del
método MLST fue superior al del ECDCT en las muestras de sangre. Concretamente, el
MLST proporciond un mayor porcentaje de muestras de sangre parcialmente
caracterizadas que el ECDCT (76,9% y 42,9%, respectivamente) y, ademas, permitio la

caracterizacion completa en el 10,3% de este tipo de muestra.

Es conveniente indicar que el tiempo de congelacion y el numero de ciclos de
congelacion-descongelacion de las muestras fue superior en los analisis por MLST que
por ECDCT (ya que el MLST se realiz6 posteriormente). Dado que los procesos de
congelaciéon pueden provocar un deterioro progresivo del material genético, la
comparacion de los rendimientos debe tomarse con cautela. Ademas, el unico estudio
publicado en el que los dos métodos fueron comparados en paralelo mostré un
rendimiento superior del MLST (100%) que del ECDCT (del 91,8%) [110]. Considerando
este dato y que las muestras de nuestro estudio podrian estar mas deterioradas en los
analisis de MLST, podemos sospechar que el método MLST presenta, en realidad, un
mayor rendimiento. Sin embargo, se necesitan estudios comparativos adicionales para

poder sacar conclusiones mas firmes.
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Epidemiologia molecular de TPA

Mas de 3.000 muestras clinicas han sido estudiadas a nivel internacional desde la
implementacion del sistema de tipificacion de los CDC (genes arp y tpr) [85] y su

posterior ampliacion (incluyendo el gen tp0548) (método ECDCT) [86].

Teniendo en cuenta los genes del método CDC, se identificaron 12 subtipos diferentes
entre las 62 muestras caracterizadas de forma completa, siendo el 14d el predominante
(37,1%). Segun una revision reciente basada en 35 publicaciones, el 14d es el subtipo
mas prevalente (35%) y con mayor distribucién mundial, por lo que se cree que podria
tener una mayor capacidad de transmisién [123]. En términos generales, los datos
obtenidos en Barcelona coinciden con lo descrito internacionalmente [123].
Concretamente en Europa, nuestros datos son muy similares a los descritos en ltalia
[109], Lisboa [129], y Amsterdam [125], donde la prevalencia del subtipo 14d fue del
40%, 45% y 48%, respectivamente. En cambio, en un estudio realizado en Dinamarca

la prevalencia de este subtipo fue del 73% [130] y en Paris del 97% [131].

Por otro lado, el subtipo 14f fue el segundo mas frecuente en Barcelona (22,6%). Este
se ha identificado en China (79%) [132], Taiwan (61%) [133, 134], Estados Unidos de
América (EUA) (52-52%) [135, 136], Cuba (40%) [137], Portugal (5%-40%) [120, 129],
Canada (7%) [138], Dinamarca (5%) [130], Paises Bajos (1%) [125] y Australia (0,5%)
[139]. Es destacable que el subtipo 14f se ha identificado unicamente en otros tres
paises europeos y en frecuencias bajas (1-5%), excepto por uno de los estudios

realizados en Portuga,| donde también fue el segundo mas prevalente [120].

El tercer subtipo identificado en Barcelona fue el 14a aunque en una proporcién mucho

mas baja (9,7%) que los dos anteriores. Este subtipo ha sido identificado en distintos
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paises con prevalencias muy variables: Portugal (50-65%) [120, 129]; Sudafrica (10-
54%) [140, 141]; Madagascar (20%) [86]; Cuba (8%) [137]; China (11%) [105] y EUA
(4%) [135, 142]. Los unicos paises europeos que han identificado el 14a son colindantes
(Portugal y Espafa), aunque con prevalencias muy distintas, ya que en Lisboa fue el
subtipo predominante (50-65%) [120, 129]. Aun asi, es importante destacar la diferencia
del periodo de analisis entre ambos estudios, ya que las muestras del nuestro se

recogieron en 2015 y las de Portugal entre los afios 2003 y 2007.

Con la inclusién del tercer componente del sistema ECDCT, los 12 subtipos CDC se
diferenciaron en 21 tipos ECDCT distintos (indice de diversidad de tipos, TDI: 0,3),
revelando que el gen tp0548 aporta mas poder discriminativo al método de tipificacion.
En el primer trabajo que compone esta tesis, se describié una nueva variante del gen

tp0548 y se le asigno la letra “z”, considerando la nomenclatura del método y la ultima
variante publicada [86, 143]. Esta nueva secuencia “z” se agrupd en la subespecie
pallidumy en el clado SS14, presentando una alta similitud genética con las secuencias

[1Pl] [[l]

g” (predominante en Europa) y “m”. La secuencia “z

[T}

diferia de la “g” en una sustitucion
no sindénima (A164G) y de la “m” en dos sustituciones no sinénimas (A164G y C141T).
La mutacién A164G provoca un cambio en la cadena de aminoacidos de una serina por
una glicina (S55G) y la C141T provoca el reemplazamiento de una valina por una
alanina (V47A). Aunque se hipotetiza que el gen tp0548 codifica para una proteina de
membrana, aun no se conoce la funcién precisa de esta. Asimismo, y dada la dificultad
del cultivo in vitro de TPA, comprobar si estas mutaciones afectan a la virulencia o a la
capacidad de transmision es todavia un reto.

Recientemente, Liu et al. han actualizado la lista de variantes del gen p0548,
renombrando algunas que habian sido publicadas en paralelo, denominadas con la

misma letra. Esto ha conllevado que la secuencia “z” haya sido redefinida como

secuencia “al” [144].
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Segun los resultados obtenidos mediante el método ECDCT, el tipo predominante en
Barcelona fue el 14d/g, detectado en un 27,4% (17/62) de las muestras, en concordancia
con los datos disponibles en Europa [123]. La prevalencia de este tipo fue bastante
similar en Amsterdam (23%) [125], aunque inferior en comparacién con los resultados
de los demas estudios publicados previamente: Dublin (70%) [86]; Londres (80%) [145];
Paris (69%) [131]; Sidney (48%) [139]; Dinamarca (54%) [130]; Italia (40%) [109] y

Manitoba (63%) [146].

El 14f/g fue el segundo tipo mas prevalente (14,5%) en el presente trabajo. Segun la
revision mas reciente de la literatura, se han detectado casos esporadicos de este tipo,
pero con baja prevalencia: Canada (7%) [146]; Dinamarca (3,6%) [130]; Paises Bajos
(1%) [125] y Australia (0,5%) [139]; con la excepcion de Cuba, donde fue el tipo mas

prevalente con un 39,7% [137].

En tercer lugar, se detectaron los tipos 14a/g, 14b/g y 14d/f, cada uno en un 8,1% (5/62)
de las muestras. Los tipos 14a/g (Cuba 8% y Sudafrica 10%) [137, 140] y 14b/g
(Dinamarca 4%, Sidney y Republica Checa 6%) [130, 139, 147] no destacan
especialmente en prevalencia a nivel mundial. En cambio, el 14d/f es el tipo
predominante en diferentes localidades de América, Asia y Africa: Lima (43%) [148];
Buenos Aires (15%) [149]; Republica de Tuva (91%) [150]; Osaka (71%) [124]; China
(36-89%) [105, 151-153] y Sudafrica (27%) [154]. En el presente estudio, el 14d/f se ha
detectado en un porcentaje muy similar al descrito en Amsterdam y Dublin (9% y 10%,
respectivamente) [86, 125], mientras que en Dinamarca, Londres y Paris encontraron
una frecuencia superior (18%, 20% y 27%, respectivamente) [130, 131, 145].

Tras revisar la literatura disponible hasta la fecha, los tipos 15f/g y 14f/al (previamente

denominado como 14f/z) no han sido detectados antes en ningun estudio.
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Gracias a los estudios de epidemiologia molecular, no solo se ha comprobado el
establecimiento de variantes predominantes en determinados lugares, sino que ademas
se ha apreciado la introduccion y desaparicion de algunos tipos a lo largo del tiempo.
De hecho, Marra et al. [86] estudiaron la evolucion temporal de los tipos de TPA en
Seattle durante diez afios, observando un reemplazamiento del tipo 14d/f (predominante
entre 2001 y 2004) por el 14d/g, que fue el mas frecuente hasta el ultimo afio de estudio
(2008). La introduccion del tipo 14d/g coincidid, ademas, con un incremento en la
incidencia de sifilis en Seattle [86]. Si bien la monitorizacion nos permite detectar los
cambios en las cepas circulantes, la relacion entre las variantes genéticas y la
transmisibilidad debe interpretarse con cautela. En el caso de los tipos 14d/g y 14d/f,
sabemos que las secuencias “g” y “f’ del gen tp0548 difieren entre ellas por dos
mutaciones no sinénimas (cambio de guanina por adenina en las posiciones 154 y 158).
Estas mutaciones se traducen, hipotéticamente, en el cambio de una glicina por una
arginina y de una glicina por un acido glutamico. Aunque podemos predecir la cadena
de aminoacidos, todavia no se conoce con exactitud la funcionalidad de la proteina
codificada por el gen {p0548, tal y como se ha mencionado antes. Por lo tanto, ain no
es posible determinar si los cambios en la secuencia proteica pueden favorecer la
evasion inmunoldgica y/o transmisibilidad de algunas variantes de TPA. Para
profundizar en ello, son necesarios estudios adicionales que incluyan el analisis de la

estructura final de la proteina, su funcién precisa y cémo interactia con el medio.

Desde que se describié el método ECDCT, algunos tipos genéticos han sido asociados
a determinadas manifestaciones clinicas de la sifilis. En dos estudios previos de nuestro
grupo de investigacion [155, 156], se pusieron en comun los resultados de tipificacion
con las variables clinicas de los pacientes. Sin embargo, no se pudo encontrar ninguna
asociacion clara. Ese analisis tuvo como principal limitacion que los grupos a comparar
estaban poco representados, precisamente por haber obtenido una elevada diversidad

de tipos ECDCT (n=21) en un numero relativamente bajo de muestras (n=62) [155, 156].
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No obstante, otros estudios si que han podido determinar alguna correlacion. Por
ejemplo, segun Sahi et al. [128], el 14d/g se asocia a un menor riesgo de padecer
neurosifilis (determinado por test VDRL positivo en muestra de LCR). En cambio, el
14d/f parece tener un mayor neurotropismo o capacidad neuroinvasiva [86]. En 2005,
investigadoras de la Universidad de Washington evidenciaron que existian diferentes
presentaciones clinicas en funcion de las cepas inoculadas en conejos. En concreto,
observaron que los conejos infectados con los subtipos 14a/a y 14d/f tenian un grado
de neuroinvasion superior [86, 157]. En 2010, observaron que la mayoria de los
pacientes con neurosifilis estaban infectados con el subtipo 14d/f [86]. En Sidney, Read
et al. [139] también encontraron esta asociacion, aunque el numero de muestras no era
suficientemente elevado como para sacar conclusiones firmes. Por ello, se necesitan
mas estudios que analicen la relacion entre la predisposicion para desarrollar neurosifilis

segun el tipo genético de TPA.

Por otro lado, en Japén, el tipo 14d/f se observd con mayor frecuencia en hombres y
mujeres heterosexuales en comparacion con los tipos no-14d/f, que se detectaron mas
entre HSH. Esto sugiere que la poblacién de TPA es distinta en las diferentes redes
sexuales [124, 158]. En nuestro estudio, el numero de pacientes heterosexuales fue
demasiado bajo para poder realizar un analisis estadistico. En otros trabajos se ha
analizado la relacion entre subtipos y la co-infeccién con VIH, con el fin de determinar
otras redes de transmision: mientras que los subtipos 14j y 14e fueron los mas
prevalentes entre pacientes VIH-positivos en Bélgica [159]; en Francia, Reino Unido y
Dinamarca el mas frecuente fue el 14d [130, 131, 145]. En Melbourne, los subtipos mas
frecuentes entre este colectivo fueron el 14e y el 14d [160] y en Sidney encontraron la
misma proporcion entre los 14d/g y los no-14d/g [139]. En ningun estudio se ha podido
asociar un unico subtipo o tipo a la poblacién VIH-positiva, lo que parece indicar que la
predominancia de algunos tipos entre pacientes VIH-positivos se correlaciona mas con

la distribucion geografica que con el propio estatus de VIH.

60



5 - DISCUSION

El sistema de tipificacion MLST fue propuesto por Grillova et al. en 2018 [84] como una
posible alternativa al sistema ECDCT. En el tercer trabajo de esta tesis se describieron
11 perfiles alélicos o haplotipos distintos entre las 63 muestras que pudieron ser
completamente caracterizadas (TDI: 0,18). El haplotipo predominante fue el 1.3.1 (ST1),
que se detecté en mas de la mitad de las muestras (35/63; 55,6%). Este perfil también
se ha descrito como el mas prevalente y en porcentajes similares en los demas estudios
realizados en Europa: Suiza y Francia (46%) [84], Francia (59,3%) [161], Republica
Checa (41,2%) [126] y Paises Bajos (42%) [127]. Ademas, también fue el perfil MLST
mas comun en Cuba incluso con porcentajes superiores (81-87%) [107, 108]. Por el
contrario, en la investigacion realizada en Xiamen (China) no se detect6 el 1.3.1 en
ninguna de las 49 muestras analizadas [110]. Este haplotipo se ha asociado a la
presencia de ulceras multiples [107, 108] y a un menor riesgo de padecer neurosifilis

[128].

El 1.1.1 (ST2) representa el segundo haplotipo mas comun en Barcelona (11%), con un
porcentaje relativamente similar a los descritos previamente en Europa, aunque
ligeramente inferior: Suiza y Francia (20%) [84], Francia (13,6%) [161], Republica Checa
(14,7%) [126] y Paises Bajos (19%) [127]. Si bien parece ser un haplotipo prevalente en
nuestro continente, este fue detectado casualmente en Cuba (1-1,5%) [107, 108] y no

se identificd en ninguna de las muestras de China [110].

El haplotipo 1.1.8 (ST3) es poco frecuente en Barcelona (6,3%) y en otras ciudades
europeas, pero es el mas comun en Xiamen (85,7%) [110]. El unico pais europeo donde
se ha observado un predominio del 1.1.8 es en la Republica Checa durante los afios
2010y 2011, dénde ademas fue mas prevalente en mujeres que en hombres [126]. Aun
asi, la prevalencia de este haplotipo fue disminuyendo a lo largo del tiempo, hasta su
desaparicion en 2016-2017. Este fue desplazado por el perfil 1.3.1 que se hizo

predominante a partir de 2012-2013 [126].
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Los demas haplotipos identificados en Barcelona fueron detectados con frecuencias
bajas. Segun la actualizacion mas reciente de PUbMLST [94], el 1.17.9 también ha sido
identificado en Francia y Paises Bajos; el 1.5.1 en Suiza; el 3.2.3 en Suiza, Francia,
Paises Bajos y China; y el 9.7.3 en Estados Unidos de América, Francia, Republica
Checa y Paises Bajos. Los perfiles 1.52.1, 1.54.8, 1.55.1 y 9.7.8 no habian sido
identificados previamente y se les asignaron los secuenciotipos ST73, ST74, ST75y

ST76, respectivamente, en la plataforma PubMLST [94].

En definitiva, las diferencias de genotipos entre Europa, América y Asia sugieren que la
circulacion de cepas se mantiene en areas geograficas especificas, mostrando redes de

transmision bastante definidas.

Mediante el analisis filogenético de las secuencias obtenidas con el método MLST, las
variantes genéticas de este estudio se pudieron diferenciar en los dos clados principales
de TPA: Nichols y SS14. La mayor parte de muestras caracterizadas (completa y
parcialmente) correspondieron al complejo SS14 (92/109; 84,4%), mientras que solo un
4,6% pertenecieron al complejo Nichols. El 11% restante no se pudo clasificar en ningun
grupo porque solo fueron caracterizadas segun el gen tp0705, el cual no discrimina entre
ambos complejos. De los 11 perfiles MLST completos identificados en 63 muestras, 8
correspondieron al clado SS14, representando el 92% (58/63) de las muestras. Los 3
perfiles restantes correspondieron al clado Nichols, obtenidos en el 8% (5/63) de las
muestras. Este resultado es consistente con el 6-7% estimado de muestras clinicas
pertenecientes al grupo Nichols a nivel mundial [53, 84, 108, 126, 149]. En alguna
ocasion, se han detectado porcentajes superiores del grupo Nichols: Paises Bajos (17%)
[125], Taiwan (20,2%) [134], Peru (21,4%) [148], Argentina (26,8%) [149], Sudafrica
(32%) [154], o incluso el 100% de las 20 muestras analizadas por Marra et al.
procedentes de Madagascar [86]. Sin embargo, y en consonancia con los resultados

obtenidos en Barcelona, en la mayoria de paises la prevalencia de muestras que se
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agrupan en el clado SS14 se aproxima o supera el 90%: Francia [84, 131, 161], Portugal
[162], Suiza [53, 84], Irlanda [86], Dinamarca [130], la Republica Checa [126, 163, 164],
Reino Unido y Austria [53], Rusia [150], Cuba [108], los EUA [86], China [105, 110,

151, 152] y Australia [139].

Arora et al. [53] observaron en sus analisis filogenéticos que las muestras agrupadas en
el grupo Nichols procedian en su mayoria de pacientes norteamericanos de entre 1912
y 1986. Por contra, hallaron un evidente predominio del grupo SS14 en las muestras
clinicas mas recientes (1951-2013), en concordancia con la revision del parrafo anterior.
Segun los estudios de Arora et al. [53], la expansion de este linaje coincide con la
introduccion de los antibidticos para el tratamiento de la sifilis a mediados del siglo
pasado. De hecho, a diferencia del clado Nichols, el SS14 esta fuertemente vinculado a
la presencia de mutaciones de resistencia a macrdélidos. Esto podria sugerir que la
aparicion de dichas mutaciones, junto con la presion selectiva ejercida por el tratamiento
con azitromicina, sean la causa de la rapida y gran propagacién de las cepas
pertenecientes al grupo SS14. En ese estudio, las muestras procedentes del siglo
pasado habian sido inoculadas en conejos antes de ser secuenciadas. De ahi que
Smajs et al. [49] propusieran, como hipotesis alternativa, que la aparente dominancia de
Nichols podria deberse en realidad a diferencias en la infectividad de las cepas en
conejos y el ser humano. Sin embargo, los estudios gendmicos mas recientes de Beale
et al. [166] demuestran la predominancia del clado Nichols en el siglo XX y que las cepas
que circulaban antes de 1980 no son las que circulan actualmente. EI cambio en la
filogenia de TPA parece estar vinculado a la disminucion de la incidencia de la sifilis
durante la crisis del VIH (afios 1980-1990), un cuello de botella generado, posiblemente,
por el aumento de medidas preventivas, la profilaxis con antimicrobianos en poblacion
de riesgo e incluso por la mortalidad por VIH. La subsiguiente expansion de las cepas
del clado SS14 seleccionadas en ese periodo se atribuye a tres posibles factores. Por

un lado, el propio resurgimiento de la sifilis sufrido en las dos ultimas décadas, asociado

63



5 - DISCUSION

a un incremento del riesgo durante las relaciones sexuales. Por otro lado, la adquisicion
de mecanismos de TPA aun desconocidos que favorezcan una mayor transmisibilidad.
Y por ultimo, y como se ha mencionado antes, la presencia de mutaciones de resistencia
a macrolidos, junto con la presion selectiva ejercida por el tratamiento con azitromicina

para la sifilis y para otras ITS [165, 166].

Analisis de muestras pareadas en un mismo paciente

Esta descrito que, en aproximadamente un 25% de los casos, los pacientes pueden
presentar un solapamiento entre las manifestaciones clinicas tipicas de sifilis primaria y
de sifilis secundaria [16]. En el presente estudio, se pudieron recoger muestras
pareadas de ulcera genital y de sangre total en 28 pacientes diagnosticados de sifilis
secundaria que mantenian el chancro primario. En 11 de ellos, se pudieron comparar
los resultados de tipificacion de las dos muestras (por ECDCT, MLST o ambos). En 9
pacientes, los resultados fueron concordantes, pero en dos pacientes los resultados
parciales obtenidos por ECDCT en ulcera y sangre fueron distintos. No se pudieron
obtener resultados del MLST en las muestras de estos dos casos, por lo que no pudieron
ser comparadas por este método. En el primer caso, se identificod la secuencia {p0548
“f” en la ulcera genital y “g” en la sangre. Estas dos secuencias pertenecen al clado SS14
y se diferencian por 2 mutaciones no sinénimas. En el segundo caso, se identifico la

secuencia tp0548 “d” en la ulcera y la secuencia “g” en la sangre. La secuencia “d” se
agrupa en el clado Nichols mientras que la secuencia “g” pertenece al SS14,
diferenciandose por un codon y por 9 mutaciones simples (7 cambios a nivel de la

cadena aminoacidica).
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La estabilidad de los loci del método CDC (arp y tpr) fue cuestionada por Mikalova et al.
[147] tras encontrar subtipos diferentes en muestras de un mismo paciente. Sin
embargo, el presente estudio es el primero en detectar diferentes secuencias del gen
tp0548 en muestras pareadas en dos pacientes. Dicho hallazgo podria explicarse por
fendmenos de variabilidad intra-aislado durante la infeccién. Esta hipotesis es poco
plausible teniendo en cuenta que la estabilidad del gen {p0548 ha sido demostrada en
varias ocasiones [84, 86, 167] y que la tasa de mutacion en TPA es relativamente baja
[168]. Otra posible hipotesis es la coexistencia de dos subpoblaciones de TPA en el
mismo organismo hospedador, bien sea por una coinfeccion inicial o por una reinfeccion.
El hecho de identificar la misma secuencia (g) en las muestras de sangre podria sugerir
una mejor diseminacion de esta variante gracias a un mayor tropismo por el endotelio
vascular y/o una mejor capacidad de evasion del sistema inmunitario [147]. Mas alla de
las posibles especulaciones, actualmente no disponemos de herramientas que nos
permitan esclarecer si estos hallazgos corresponden a coinfecciones de dos
subpoblaciones, o a fendmenos de inestabilidad genética y la consecuente variabilidad

intra-aislado (aunque poco probable).

Comparativa de los métodos ECDCT y MLST

El poder de discriminacién es uno de los factores mas importantes a la hora de escoger
un método de tipificacion. Segun los autores del MLST, este método es el que presenta
mayor poder discriminatorio en comparacion con los demas sistemas [84, 93]. En el
presente estudio, se obtuvieron 21 tipos diferentes por ECDCT (TDI: 0,3) frente los 11
haplotipos identificados por MLST (TDI: 0,18), revelando una mayor diversidad genética
de TPA con el método ECDCT. Tal como reflejan nuestros resultados, asi como los
descritos por Liu et al. [110] y Sahi et al. [128], el método ECDCT muestra una mayor

capacidad de discriminacion. Estos resultados son sorprendentes considerando que la
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region analizada del gen {p0548 (compartido por ambos métodos) es mas extensa en el
MLST que en el ECDCT (810 bp vs 83 pb). Acorde a lo esperado, se identificaron mas
variantes del gen tp0548 mediante el MLST que con el ECDCT. Sin embargo, el gen tpr
fue el que presentd una mayor diversidad, lo que llevo a obtener, globalmente, mas tipos
completos de ECDCT que de MLST. Cabe indicar que el analisis de los resultados de la
caracterizacion del gen tpr (patrones de restriccion) puede resultar mas complicado
(especialmente en casos con baja resoluciéon). Ademas, su interpretacion es mas
subjetiva que en la de los demas loci, implicando una cierta variacion dependiente del

observador.

Por otro lado, la ausencia de una base de datos publica e internacional como PubMLST
[93, 94] para el sistema ECDCT supone una limitacién importante para este método.
Dado que la unica manera de comunicar o acceder a la informacién de tipificacion es
mediante los trabajos publicados en revistas cientificas, es dificil disponer de los datos
mas actualizados. Esto, a su vez, favorece la superposicién en la denominacion de

nuevas variantes, como ha ocurrido con la secuencia “z” o “al” del gen {p0548, descrita

en el primer articulo de esta tesis [169].

Los dos clados principales de TPA (SS14 y Nichols) y las diferentes subespecies de
Treponema pallidum (TPE, TEN y TPA) pueden diferenciarse mediante analisis
filogenéticos. Esto es muy relevante ya que, tal como se ha mencionado anteriormente,
el pian (TPE), el bejel (TEN) y la sifilis venérea (TPA) pueden mostrar manifestaciones
clinicas solapadas y son indistinguibles por serologia. Por ello, el diagndstico final se
basa en la combinacion de los resultados serolégicos, la sintomatologia y el contexto
geografico. Teniendo en cuenta que, debido a la globalizacion, la informacién geografica
puede no ser un factor determinante, el uso de estas técnicas moleculares resulta una
herramienta muy util para poder establecer un diagnéstico final correcto. De hecho, se

han detectado casos de bejel o pian por secuenciacion en Paris, Cuba, Japon y
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Sudafrica, en pacientes que habian sido inicialmente diagnosticados de sifilis [158, 170,
171]. Tanto los resultados obtenidos mediante ECDCT como MLST admiten la
realizacion de un estudio filogenético general. No obstante, el MLST permite llevar a
cabo un analisis mas detallado y exhaustivo ya que se pueden incluir las secuencias de
sus tres componentes, mientras que con el ECDCT unicamente se dispone de la

secuencia del gen tp0548, cuyo fragmento es ademas mucho mas corto.

Estudio de mutaciones de resistencia antimicrobiana

La penicilina sigue siendo el antibidtico de eleccion para el tratamiento de la sifilis desde
su introduccion en 1943. Durante muchos afios, la azitromicina y la doxicilina han sido
los antibioticos de segunda linea en pacientes alérgicos a betalactamicos o que rehusan
la via parenteral como via de administracion. La azitromicina es una alternativa para el
tratamiento de la sifilis, ya que alcanza niveles elevados en los distintos tejidos y
presenta una vida media larga. Sin embargo, ha dejado de ser una opcion terapéutica
debido a la elevada tasa de fracasos terapéuticos documentados, secundarios a
mutaciones en las posiciones 2058 y 2059 del gen ARNr 23S de TPA [96, 97]. De hecho,
en la ultima década se han descrito tasas de mutaciones de resistencia alarmantemente

elevadas en muchas regiones del planeta, algunas incluso alcanzan el 100% [172].

En el segundo trabajo de esta tesis, se identificaron mutaciones asociadas a resistencia
a macrélidos en 112 de 118 (94%) muestras clinicas. En 111 muestras, se detecté la
mutacion A->G en la posicion 2058, y solo una muestra presentd dicha mutacién en la
posicion 2059. Acorde con lo previamente descrito, la mutacion A2059G es
significativamente menos frecuente, y se especula que presenta un mayor coste de

fitness bioldgico que la mutacion A2058G [126, 173].
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Se han descrito tasas de resistencia a macrélidos muy variables en todo el planeta. Por
ejemplo, en Taiwan, Rusia, Madagascar, Sudafrica, Lesoto, Argentina y Peru las tasas
varian entre 0-23% [148, 149, 154, 172], mientras que en EUA, Canada, Cuba, Europa,
China, Japon y Australia superan el 80% [53, 84, 106-110, 124, 126, 146, 159, 161,
172]. En general, la incidencia de estas mutaciones va aumentando a lo largo del tiempo,
tal y como demuestran los estudios en los que se han estudiado muestras clinicas

recogidas en diferentes periodos [126, 154, 172].

Segun nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se estudia la prevalencia de
mutaciones en TPA que confieren resistencia a macroélidos en Espafia. Ademas, es el
segundo trabajo a nivel Europeo en cuanto a numero de muestras clinicas analizadas.
Segun los datos obtenidos en la presente investigacion, Espafia es uno de los paises
europeos con tasas mas elevadas de resistencia a macrolidos (94%), junto con ltalia
[109] e Irlanda [174], seguidos de Francia [84, 106, 161], Bélgica [159], Paises Bajos

[125] y la Republica Checa [126] (figura 12).

En este estudio, todas las muestras pertenecientes a los subtipos 14d/g y 14f/g, asi
como las del haplotipo 1.3.1 contenian la mutacion A2058G. También el 97% (86/89) de
las muestras agrupadas en el complejo SS14 eran resistentes a macrolidos, frente al
60% (3/5) de las muestras del clado Nichols (valor p <0,05). Tal y como se ha
mencionado anteriormente en esta tesis, esta asociacion se ha observado en
numerosas ocasiones [53, 84, 107, 108, 110, 126, 139, 161]. Aunque dichas mutaciones
no son especificas de un variante genética o linaje en particular (también se han
detectado en variantes frecuentes como el 1.1.1 o en el clado Nichols), es probable que
hayan contribuido a la seleccidn y expansion de determinadas cepas y grupos genéticos

[63, 165, 166].
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Figura 12. Porcentaje de Treponema pallidum subespecie pallidum resistente a
macrolidos (segun la presencia de mutaciones en el gen ARNr 23S) en Europa. El
porcentaje se representa en colores, y el numero de muestras clinicas analizadas por
tamano del circulo. Las referencias utilizadas para la elaboracion de la figura se detallan
a continuacion: Reino Unido (Londres) [145]; Irlanda (Dublin) [174]; Bélgica (Amberes)
[159]; Italia (Turin, Bolofa, Milan y Génova) [109]; Suiza (Zurich y Ginebra) [84]; Francia
(Paris y Lyon) [84], (Paris, Marsella y Thionville) [161], (Paris y Marsella) [106];
Republica Checa (Praga y Brno) [126]; Paises Bajos (Amsterdam) [125]. Elaboracién

propia.

Si bien la azitromicina ya no estad recomendada para el tratamiento de la sifilis, es un
antibiético ampliamente utilizado, especialmente para tratar otras ITS. Segun los
estudios gendmicos de Beale et al. [165], las cepas resistentes que circulan actualmente
procederian de diferentes sub-linajes sensibles que han evolucionado de forma

independiente hacia el desarrollo de mutaciones de resistencia. Asi, la expansion de la
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resistencia a macrolidos parece estar sujeta a periodos intermitentes de presion
antibiotica en que se han ido seleccionando las distintas cepas que circulan hoy en dia
[53, 165, 166]. Beale et al. [165] también observaron que los diferentes linajes
resistentes se mantenian estables en el tiempo, sin identificar reversiones hacia el gen
salvaje, lo cual sugiere que dichas mutaciones no afectan negativamente al fitness

biolégico de TPA.

La doxiciclina sigue siendo una alternativa terapéutica por su eficacia, ya que ha
demostrado altas tasas de curacion clinica y serologica. Gracias a los ultimos avances
en el cultivo in vitro de TPA, el grupo de Edmondson et al. [175] pudo evaluar la
concentracion minima inhibitoria y la concentracion minima bactericida de la doxiciclina.
Los resultados que obtuvieron en ese estudio refuerzan que este antibidtico es un
tratamiento eficaz para la sifilis precoz. Sin embargo, el uso generalizado de este
antibiotico puede derivar en la aparicién de mecanismos de resistencia en TPA, como

ha ocurrido con los macrolidos.

Se sabe que la disminucion de sensibilidad a tetraciclinas en otras bacterias como
Helicobacter pylori y Propionibacterium acnes esta asociada a mutaciones en el codon
965-967 y en las posiciones 939 y 1058 del gen ARNr 16S [102, 103, 176], lo cual
sugiere la posible aparicion de estas mutaciones en TPA. Segun nuestro conocimiento,
este es el primer trabajo en Espafa en el que se estudian mutaciones en TPA que
puedan conferir resistencia a las tetraciclinas. No se detectdé ninguna de estas
mutaciones en las 108 muestras que se pudieron analizar. Junto con nuestro trabajo,
existen 7 estudios mas que demuestran la ausencia de mutaciones en el gen ARNr 16S,
en un total de 894 muestras clinicas originarias de diferentes continentes: Shandong
(China) (438 muestras) [104]; Hunan (China) (158 muestras) [105]; Francia (127
muestras) [106]; Cuba (82 muestras) [107, 108]; Italia (53 muestras) [109]; y Xiamen

(China) (36 muestras) [110].
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En la era actual de las bacterias multi-resistentes, estos datos son tranquilizadores y
esperanzadores. Aun asi, es importante seguir con la vigilancia epidemiologica y la
busqueda de mecanismos que confieran resistencias antibidticas. Una deteccion
temprana de cualquier indicio de resistencia de TPA podria incluso evitar la aparicion de

nuevos fracasos terapéuticos.

71






&

CONCLUSIONES







6 - CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES

1. La muestra de exudado de Ulcera genital presenta un mayor rendimiento que la
muestra de sangre, tanto en la técnica de PCR utilizada para la deteccién de

TPA como en las técnicas de caracterizacion molecular.

2. En general, el rendimiento de tipificacion de los métodos ECDCT y MLST es
similar. En las muestras de ulcera genital no hubo diferencias entre ambos
métodos, sin embargo, en las muestras de sangre el rendimiento del MLST fue

superior al del método ECDCT.

3. El método ECDCT reveld 21 tipos diferentes en 62 muestras de Ulcera
caracterizadas completamente (indice de diversidad de tipos del 0,3), mostrando
una mayor capacidad discriminativa que el esquema de tipificacion MLST, con el
que se identificaron 11 perfiles genéticos diferentes en 63 muestras (indice de

diversidad de tipos del 0,18).

4. Segun el método ECDCT, los tipos predominantes en Barcelona fueron el 14d/g
(27%) y el 14flg (14,5%). Mediante el método MLST, el haplotipo 1.3.1 se
identific6 como el mas prevalente, detectandose en mas de la mitad de las
muestras (56%), seguido del 1.1.1 (11%). Estos datos coinciden, en general, con

las variantes genéticas de TPA circulantes descritas a nivel europeo.

5. Este es el primer estudio en el que se han identificado secuencias distintas del
gen tp0548 en muestras pareadas (ulcera genital y sangre) de un mismo
paciente. Sin embargo, no disponemos de herramientas que nos permitan
dilucidar si las diferentes secuencias identificadas corresponden a una
coinfecciéon de dos subpoblaciones de TPA, o bien (aunque poco probable) a

fendmenos de inestabilidad genética.
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La mayor parte de las muestras caracterizadas completamente por MLST fueron
agrupadas en el clado SS14 (92%), mientras que solo el 8% se agrupo en el
clado Nichols. Los resultados del presente estudio son consistentes con el
porcentaje estimado de cepas circulantes que pertenecen al clado Nichols a nivel

global.

Tanto el ECDCT como el MLST son métodos utiles para la tipificacién molecular
de TPA. Si bien el ECDCT presenta un mayor poder discriminativo, las técnicas
empleadas en el MLST son mas robustas y objetivas. Ademas, existe una base
de datos publica en la plataforma PubMLST que permite compartir y acceder a

datos internacionales y recientes sobre la tipificacion por MLST de TPA.

La ausencia de una base de datos publica para unificar la informacién del método
ECDCT puede llevar a la duplicidad en la denominacién de nuevas variantes

geneéticas de TPA. Por este motivo, la variante del gen {p0548 “z”, descrita en el

primer trabajo, ha tenido que ser renombrada recientemente como “al’.

El 94% de las 118 muestras clinicas analizadas en Barcelona presentaron
mutaciones que confieren resistencia a macrélidos, reforzando que la
azitromicina no es un antibiético recomendable para el tratamiento actual de la
sifilis. Ademas, se ha asociado la presencia de estas mutaciones a las variantes

geneéticas mas prevalentes.

No se identificaron mutaciones en la region analizada del gen ARNr 16S de TPA
en 108 muestras clinicas analizadas. La ausencia de mutaciones, demostrada
en todos los estudios publicados hasta la fecha, sugiere que no circulan cepas

de TPA resistentes a tetraciclinas.
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/. PRESPECTIVAS DE FUTURO

Esta tesis contribuye a ampliar el conocimiento relativo a la epidemiologia molecular de

TPA, aportando los primeros datos procedentes de Espana. A pesar de que se han

realizado un sinfin de investigaciones enfocadas en el estudio de TPA, todavia son

muchos los interrogantes por resolver respecto a este patégeno. A raiz de los trabajos

realizados en el contexto de esta tesis doctoral se plantean las siguientes lineas de

investigacion:

Relacionar los resultados de tipificacion por MLST con las variables clinicas de los
pacientes incluidos en este estudio con el fin de establecer posibles asociaciones

entre la clinica y algun haplotipo en particular.

Aplicar los dos métodos de tipificacion (ECDCT y MLST) en muestras clinicas mas
actuales para estudiar cambios en la dinamica poblacional de las cepas de TPA

circulantes en Barcelona.

Realizar estudios de tipificacion en muestras clinicas en que los grupos no-HSH
(bisexuales, hombres heterosexuales, mujeres heterosexuales y transexuales)
estén mas representados, con el objetivo de identificar patrones y redes de
transmision. No obstante, hay que considerar que es complicado obtener un numero

de muestras representativo ya que la sifilis afecta sobre todo a HSH.

Desarrollar un esquema de tipificacion que unifique las ventajas de los métodos
descritos hasta la fecha, es decir, que sea robusto e independiente del observador
y que, a su vez, presente un gran poder discriminativo. Técnicas de tipificacion

altamente discriminativas y robustas pueden aportar informacion clinica util. Por
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ejemplo, en casos en los que no hay una cura serolégica clara y se desconoce Ssi

se trata de un fracaso terapéutico o de una reinfeccion.

En términos generales, es fundamental insistir en las estrategias de prevencion y el
manejo de la sifilis para frenar su transmisién, asi como la de las demas ITS. Para
ello, es imprescindible la concienciacién de la poblacién en adoptar las medidas
higiénico-preventivas necesarias para minimizar el riesgo durante las practicas
sexuales, asi como reforzar los cribados poblacionales, enfocados especialmente
en colectivos de riesgo.

Ademas, los avances en las técnicas de secuenciacion masiva y en el cultivo in vitro
abren las puertas a diferentes lineas de investigacion. Entre ellas, el rastreo de
mecanismos de resistencia antimicrobiana (estudios genotipicos y fenotipicos), el
ensayo de tratamientos alternativos a los actuales y la busqueda de una vacuna

efectiva.
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