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“Hacer la cumbre es la guinda del pastel.
Si hago cumbre, me como la guinda,

Pero si no la hago, me como el pastel entero.”
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Resum de la tesi

Titol:

Nous tractaments 1 metodes diagnostics de les infeccions de transmissié sexual ulceratives:

Sifilis 1 Mpox.
Introduccio:

Les infeccions de transmissio sexual (ITS) ulceratives, com la sifilis i ’'Mpox, sén un problema
important de salut piblica que han experimentat un creixement durant els ultims anys. Per fer-

hi front calen noves estratégies terapeutiques i diagnostiques.

Els tractaments per a la sifilis son reduits; la penicil-lina G benzatina (PGB) intramuscular és
la primera eleccid, perd presenta algunes limitacions: problemes de subministrament, poca
penetracio al sistema nervids central (SNC), administracié parenteral i falta d’alternatives per
a dones embarassades al-lergiques. Mitjancant estudis in vifro 1 en el model en conill s’ha
demostrat que el linezolid té activitat contra el Treponema pallidum. Es tracta d’un antibiotic
amb bona penetraci6 al SNC, que s’administra via oral i seria un candidat prometedor per a ser

testat en assajos clinics en humans.

L’Mpox consisteix en una malaltia tropical desatesa causada pel virus de la verola del mico
(MPXYV), que durant I’epidémia de 2022 es va estendre fora dels paisos endémics i el principal
mecanisme de transmissio va ser el contacte directe amb les lesions cutanies, generalment a
través de les relacions sexuals. El fet de ser una malaltia desatesa poc estudiada, juntament amb
la presentacio clinica atipica del brot de 2022, fan necessari estudiar les vies de contagi i el curs

de la malaltia.
Hipotesis:

1) L’eficacia del linezolid oral no és inferior a la PGB intramuscular per aconseguir la curacio6
de la sifilis precog.

2) L'automostreig és una estrategia fiable per a diagnosticar ’Mpox.

3) La carrega viral (CV) del MPXV i el temps fins a I’eliminacid del seu ADN soén superiors

en lesions cutanies comparat amb altres localitzacions corporals.
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Objectius:

L’objectiu general és la recerca de noves estratégies terapéutiques i diagnostiques per a fer front

a ’augment de les ITS. Aquest objectiu es pot desglossar en els segiients objectius especifics:

1) Avaluar la no-inferioritat del linezolid oral (600 mg cada 24 hores durant 5 dies) comparat
amb la PGB intramuscular (2,4 MUI, dosi Unica) per aconseguir la curacio de la sifilis
precog.

2) Avaluar I’exactitud diagnostica de les mostres autorecollides pels pacients en comparacid
amb les recollides pels professionals sanitaris per a diagnosticar I’Mpox.

3) Avaluar la dinamica viral del MPXV (CV itemps fins a I’eliminacié de I’ADN) en diferents

moments de la infecci6 i diverses localitzacions corporals.
Meétodes:
S’han realitzat 3 estudis:

1) Un assaig clinic aleatoritzat, obert, de no-inferioritat, de dues branques de tractament,
comparant linezolid amb PGB pel tractament de la sifilis precog. Es va establir una cohort
de pacients amb sifilis primaria, secundaria o latent precog¢ atesos a 3 centres d’ITS de
Barcelona. Els pacients elegibles es van assignar (1:1) a una de les dues branques de
tractament i se’ls va realitzar un seguiment clinic, serologic i molecular durant 48 setmanes.
L'objectiu principal era la resposta al tractament, avaluada mitjangant un criteri d’avaluacid
compost que incloia la curaci6 clinica, la curacid serologica i I'abséncia de recaiguda. Es
mostrava no-inferioritat si el limit inferior de 1’interval de confianga del 95 % (1C95%)
bilateral per a la diferéncia de taxes de resposta al tractament era superior al -10 %. L’estudi
es va suspendre prematurament per la inutilitat del linezolid durant 1’analisi intermedia.

2) Un estudi prospectiu observacional de pacients amb Mpox lleu, amb simptomes iniciats els
ultims 10 dies, atesos a 4 centres d’ITS d'Espanya. A la visita inicial (dia 0), un metge
recollia mostres de lesions cutanies i/o d’orofaringe i recte (quan fos necessari), i ’endema
(dia 1) el pacient realitzava I’autopresa de les mateixes mostres, després d’haver estat
instruit pel metge. Totes les mostres es van analitzar mitjangant PCR quantitativa (QPCR)
per a la deteccio d'ADN del MPXV. Es va calcular la concordanca global entre la qPCR del

dia 0 (referéncia) i la del dia 1, utilitzant I'estadistica kappa.
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3)

Un estudi prospectiu observacional de pacients amb els mateixos criteris d’elegibilitat que
I’estudi 2. Es va mesurar la CV del MPXV en mostres de 5 localitzacions corporals (lesions
cutanies, faringe, recte, secrecions vaginals/semen i sang) en 6 moments al llarg de 57 dies.
L'objectiu principal era mesurar el temps des de I'inici dels simptomes fins a l'eliminacié de
I'"ADN viral. Les mostres s’analitzaven amb qPCR 1 un subgrup d’elles mitjancant cultiu

viral.

Principals resultats:

1)

2)

3)

En el moment de la finalitzacio de l'assaig, 59 pacients van ser aleatoritzats: 29 al grup
linezolid 1 30 al grup PGB. En la poblacié d’analisi per protocol, després de 48 setmanes de
seguiment, havien respost al tractament 19 de 27 (70,4 %) participants del grup linezolid i
28 de 28 (100 %) del grup PGB (diferéncia -29,6; 1C95% -50,5 a -8,8). Per tant, no es
complia el criteri de no-inferioritat establert.

Es van incloure 50 pacients amb Mpox, amb mostres aparellades de 49, 38 1 10 individus,
procedents de lesions cutanies, d’orofaringe i de recte, respectivament. La concordanca
global entre les mostres de dia 0 i dia 1 va ser del 98 % en lesions cutanies, 79 % en
orofaringe 1 90 % en recte.

En total es van recollir 1.663 mostres de 77 pacients. El temps mitja fins a I'eliminaci6 viral
va ser de 25 dies (IC95% 23 a 28) en lesions cutanies, 16 (13 a 19) en orofaringe, 16 (13 a
23) enrecte, 13 (9a18)ensemenil (0a5)ensang. La CV mitjana en lesions cutanies va
ser de 7,3logio copies/ml a la visita basal, 2 logaritmes superior a la de les altres
localitzacions. Els cultius virals van ser positius en mostres amb nivells elevats d'ADN

(>6,5log10 copies/ml).

Conclusions:

L'eficacia del linezolid a una dosi de 600 mg diaris durant 5 dies no va complir el criteri de
no-inferioritat comparat amb la PGB i, per tant, aquest régim no s'ha d'utilitzar per tractar
la sifilis precog.

L'automostreig és una estratégia fiable per a diagnosticar I’Mpox.

En pacients amb Mpox lleu, les dades de qPCR suggereixen un periode d'aillament
recomanable de 3 a 6 setmanes, perd d’acord amb les dades dels cultius virals aquest periode

es podria reduir.
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Introduccio

Infeccions de transmissio sexual ulceratives

Les infeccions de transmissio sexual (ITS) son un important problema de salut publica a nivell
global, no només pel seu impacte immediat sobre la salut sexual i reproductiva de les persones
que les pateixen, sind també per la morbiditat i la mortalitat associades si no es realitza un
diagnostic 1 un tractament adequats. Les ITS amb manifestacions ulceratives cutanies poden ser
causades per diversos patogens i en paisos de renda mitjana-alta afecten principalment a homes
gais 1 bisexuals que tenen sexe amb homes, i a altres poblacions vulnerables amb conductes

sexuals de risc.!

Les ITS ulceratives més freqiients son les segiients: la sifilis, el limfogranuloma veneri (LGV),
I’Mpox, I’herpes genital i el xancroid. A Catalunya, les tres primeres estan sotmeses a vigilancia
epidemiologica com a malalties de declaracid obligatoria; 1’herpes genital es monitoritza a
través del sistema de notificacié microbiologica i la tltima se sotmetria a vigilancia davant de

brots epidemics.

1) Sifilis: causada pel bacteri Treponema pallidum pallidum (T.p. d'aqui en endavant), amb
una prevalenga a Espanya de 17,1 casos per 100.000 habitants I’any 2022.> La seva
progressio es divideix en diferents estadis, segons la durada i I'evoluci6 clinica, i si no
es tracta pot acabar afectant diversos organs i transmetre’s de forma vertical. En pacients
infectats pel VIH que no rebien tractament antiretroviral efica¢ es van descriure amb
més freqliencia complicacions neurologiques i manifestacions cutanies més greus
associades a la sifilis.?

2) Limfogranuloma veneri (LGV): causat pel bacteri Chlamydia trachomatis serovar L1-
L3, que té com a diana el teixit limfatic. T¢ una prevalenca a Espanya de 2,29 casos per
100.000 habitants I’any 2022.2 Antigament afectava individus heterosexuals en zones
del continent africa i des de I’any 2003 s’ha estés per paisos d’altes rendes, entre
poblacions d’homes que tenen sexe amb homes principalment. Sense tractament, hi
hauria una disseminaci6 regional de la infeccid, apareixerien adenopaties pelviques i
abdominals doloroses, abscessos i supuracio; i I’evolucié final seria un estadi fibrotic

cicatricial.*
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3) Mpox: causada pel virus de la verola del mico (MPXV) i es tracta d’una ITS zoonotica
emergent després de 1I’epidémia viscuda I’any 2022, ja que el virus ha fet una transicio
a la transmissié de persona a persona i a través del contacte directe amb les lesions
cutanies durant I’activitat sexual. A Espanya, s’han registrat un total de 7.647 casos
d’Mpox (fins al marg de 2024).°

4) Herpes genital: causat pel virus de I’herpes simple (VHS), majoritariament pel tipus 2 1
menys sovint pel tipus 1, es tracta de la ITS viral més freqlient a escala mundial. A
Espanya, s’estima que entre el 10-15 % de la poblacio és portadora de I’herpes genital.®
Provoca Il'aparicié de vesicules doloroses a les arees anogenital, perianal o, més
rarament, a la regié oral. Tot i1 aixi, individus amb herpes genital poden no tenir
simptomes, perd transmetre la infeccid als seus contactes sexuals, per excrecio
asimptomatica del VHS.

5) Xancroid: causat pel bacteri Haemophilus ducreyi, és una causa molt infreqiient d tlcera
genital als paisos europeus. Aquesta infeccié és endémica en zones d’Africa, Asia i
America del Sud, pero ’augment de fluxos migratoris podria incrementar el nombre de
casos en paisos europeus.’ Tot i aix0, no s’han notificat casos a Espanya des de fa molts

anys.

Hi ha hagut un creixement exponencial de les ITS a la majoria dels paisos occidentals durant
els ultims 20 anys, fent que augmenti la necessitat de nous métodes de cribratge i de diagnostic,
de noves estratégies de prevenci6 i de gestio de casos, i de desenvolupament de nous farmacs i

vacunes per tal de frenar aquest creixement i reduir la morbiditat associada a les ITS.

D’entre les ITS ulceratives esmentades, aquesta tesi s’ha centrat en I’estudi de la sifilis i de
I’Mpox pels motius que s’exposen a continuacid. En primer lloc, a causa dels problemes de
subministrament de la penicil-lina, amb les conseqiiéncies derivades d’aquest problema en
pacients amb sifilis, s’ha creat la necessitat d’investigar noves opcions terapéutiques per a
aquesta infeccio. En segon lloc, durant al brot d’Mpox de 1’any 2022, es va crear la necessitat
de fer recerca sobre les mesures de prevencio i control dels casos, per a la millora de la gestio

de brots epidémics d’aquesta segona infeccio.
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1. Sifilis, infeccio per Treponema pallidum pallidum

Introduccid

La sifilis és causada pel bacteri T.p. Més del 90 % dels casos nous de sifilis es produeixen als
paisos en desenvolupament, pero la sifilis també és una preocupaci6 per a la salut en diversos
paisos desenvolupats, incloent-hi els paisos europeus,® ja que la incidéncia ha augmentat
marcadament des de I’any 2000.! La poblacié de major risc en aquests paisos son els joves, els

homes que tenen relacions sexuals amb homes i els treballadors/es sexuals.’

La sifilis té conseqiiéncies mediques greus quan afecta el sistema nervids central (SNC), com
ara complicacions oculars, auditives 1 neurologiques. Per altra banda, les persones infectades
tenen un major risc d’adquirir i de transmetre el VIH.!' A més, la sifilis congénita esta
relacionada amb una alta taxa de mort fetal 1 mortalitat infantil. Les complicacions durant
I’embaras son 12 vegades més freqiients en les dones amb sifilis que en les dones seronegatives,
1 es produeixen en el 80 % de les dones amb sifilis activa, incloent-hi mort fetal (20-40 %),
mort perinatal (15-20 %) i infeccid neonatal greu (20-40 %), amb només un 20 % de

possibilitats de donar a llum un nadé no infectat.!!:!2

Situacid epidemiologica de la sifilis

La taxa global de sifilis s’ha incrementat un 18,4 % en els ultims 10 anys a Catalunya, passant
dels 7,9 casos per 100.000 habitants I’any 2012 als 25,7 casos per 100.000 habitants el 2021, amb
un total de 1.986 casos notificats al 2021 (Figura 1). El 88,5 % dels casos son homes amb una rad
home: dona de 8. La taxa en els homes és 7 vegades superior a la de les dones, registrada durant el
periode 2012-2021. La mitjana d’edat dels casos registrats és de 39 anys, 40 anys per les dones i 39
anys pels homes i un 10,2 % dels casos registrats son menors de 25 anys (Figura 2). E1 76,7 % dels
casos registrats a Catalunya son homes que tenen sexe amb homes, grup més afectat des de I’any

2012 (Figura 3)."

A Espanya la prevalenca és de 17,1 casos per 100.000 habitants I’any 2022,> amb les mateixes

caracteristiques epidemiologiques que les descrites a Catalunya.
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Figura 1. Evoluci6 de la taxa dels casos
notificats de sifilis a Catalunya, 2012-
2021.7

Figura 2. Distribucio dels casos de sifilis
per grup d’edat i sexe a Catalunya,
2021."

Figura 3. Distribuci6 dels casos de sifilis
segons el grup de transmissio a

Catalunya, 2021."

A Europa, I’any 2021 es van registrar 25.270 casos, també amb una ra6 home: dona de 9, la

majoria dels casos també per sobre els 35 anys i el 75 % dels casos eren en homes que tenen

sexe amb homes.! La prevalenga mundial de sifilis I’any 2020 va ser del 0,6 % (0,5-0,7 %).!
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Historia natural de la sifilis

La sifilis és una infeccio sistémica cronica que progressa a través de diferents estadis actius i

latents.

El T.p. penetra a través de les mucoses o a partir de petites erosions o solucions de contigiiitat
cutanies. En el lloc de penetracié del T.p. es desenvolupa el xancre, al cap de 3-4 setmanes
després del contagi, que es tracta de la principal manifestacio de la sifilis primaria. El xancre
inicialment és una papula, que es necrosa i esdevé una ulcera superficial, amb vores lleument
sobreelevades 1 indurades, amb una superficie llisa 1 brillant, amb secreci6 serosa, tipicament
no dolorosa i que associa una adenopatia regional que sol ser indolora (Figura 4A). El xancre
sol ser Unic, perd a vegades pot ser multiple, especialment en pacients amb VIH o
immunodeprimits.'* El més habitual és que el xancre es localitzi a la zona genital, perd també
pot apareixer a I’area perianal o perioral, zones també molt implicades en les relacions sexuals;
pero cal tenir en compte, que tot i que és poc habitual, el xancre pot aparéixer en qualsevol
localitzacid corporal, suposant reptes diagnostics per als clinics quan apareix en localitzacions
extragenitals.!> En el xancre hi ha una gran quantitat de T.p. i, per tant, es tracta d’una lesid
molt contagiosa. Una manifestacio poc freqiient de la sifilis primaria és la balanitis de Follmann
(Figura 4B), que es pot manifestar des d’una balanitis erosiva superficial fins a una
balanopostitis més inflamatoria, també acompanyada d’adenopaties regionals.'® Sense

tractament, en 2-3 setmanes el xancre i la balanitis de Follmann curarien espontaniament.'”!8

La infeccid per T.p. s’estén rapidament pel sistema limfatic 1 hematologic 1 esdevé sistémica,
manifestant-se la fase secundaria de la infeccio, 1-2 mesos després de 1’aparicid del xancre. La
manifestacio més tipica de la sifilis secundaria és 1’exantema maculopapular (Figura 4D), que
pot afectar el tronc i les extremitats, i que tipicament afecta les palmes i les plantes. Es poden
observar plaques anulars en palmells 1 plantes, que presenten una descamacio periferica anular
anomenada “Collaret de Biett” i que reben el nom de claus palmoplantars o sifilides (Figura
4C)." Existeixen formes de sifilis malignes en qué 1’exantema pot ser nodular, ulceratiu o
pustulos, on les lesions poden simular xancres primaris disseminats, que apareixen en individus
immunodeprimits. Amb menys freqiiencia es pot observar I’alopécia arnada (Figura 4F), que
pot afectar el cuir cabellut, les celles o la barba, amb una zona de seborrea en la linia
d’implantaci6 del cuir cabellut que rep el nom de “corona veneris”, i és reversible amb el

tractament.!” Les lesions cutanies de la sifilis secundaria, fora de les mucoses, tenen poca
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quantitat de T.p. i la capacitat de transmissio és molt baixa a través del contacte amb la pell
intacte. En la sifilis secundaria, les manifestacions orals poden ocoérrer fins a un ter¢ dels
pacients 1 poden ser altament especifiques, com és el cas de les plaques mucoses linguals
(Figura 4E). Es tracta de plaques ovalades, depapilades i lleument sobreelevades en la
superficie de la llengua, que poden ulcerar-se 1 anar acompanyades de faringitis, laringitis 1
adenopaties cervicals. A més, en diverses series de pacients amb sifilis secundaria on estudien
quin tipus de lesions orals presenten els pacients, s’observa que entre un 30-70 % dels casos
descriuen Glceres o erosions inespecifiques o inclus tlceres de tipus leucoplasia.?’ En les lesions
orals podem trobar gran quantitat de T.p. i son altament contagioses. Els condilomes plans es
manifesten en el 6-23 % dels casos de sifilis secundaria, poden ser dolorosos, son molt
contagiosos 1 tipicament apareixen en la regi6 genital, perianal i1 arees intertriginoses. La sifilis
secundaria pot anar associada a clinica sistémica en forma de malestar general, asténia, cefalea,
perdua de pes, adenopaties generalitzades, odinofagia, febre, etc. També pot haver-hi afectacio
de qualsevol organ, i per aixo a la sifilis se I’anomena “la gran simuladora”, podent presentar-
se també en forma d’hepatitis, glomerulonefritis, Glceres digestives, periostitis o artritis. Sense
tractament, la sifilis secundaria es resoldria al llarg de 3-12 setmanes i podria presentar
reactivacions durant els primers 2 anys de la infeccid, episodis en els quals el pacient podria

contagiar altres persones.!”-!®

El T.p. té especial tropisme també pel SNC i el pot afectar de manera precog al llarg de tot el
curs de la infeccio, de forma asimptomatica o simptomatica. L’afectacid neurologica precog
més tipica és la meningitis. L’afectaci6 ocular en forma d' uveitis o neuritis Optica (encara que
pot haver-hi afectacié de qualsevol part de 1’ull) i ’afectaci6 auditiva en forma d’hipoacusia,

també poden aparéixer en qualsevol moment, i es tracten com una neurosifilis.!”!8

La sifilis latent és aquella etapa compresa entre el moment de la curacio de les lesions de la
sifilis secundaria i I’aparicié de les possibles manifestacions tardanes (sifilis terciaria), on el
pacient presenta serologies positives, perod absencia de clinica, i pot durar anys (Figura 5). Les
guies europees de la Uni6 Internacional de Lluita contra les Infeccions de Transmissié Sexual
(IUSTI) utilitzen una durada d’un any com a punt de tall per a classificar la sifilis latent en
precog o tardana. La infecciositat pot ocorrer de manera intermitent a causa de la preséncia de
T.p. en el torrent sanguini, la majoria de les recaigudes es produeixen durant el primer any i,

com més tardana és la sifilis latent, menys infeccios és el pacient.!”-182!
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Figura 4. Imatges cliniques de sifilis primaria i secundaria, que provenen de pacients que s’han visitat
en la unitat d’ITS on treballava la doctoranda durant el desenvolupament d’aquesta tesi. A: xancre
sifilitic en gland i B: balanitis de Follmann, en pacients amb sifilis primaria. C: claus sifilitics amb
afectacio plantar, D: exantema maculopapular a tronc, E: plaques mucoses linguals i F: alopécia arnada,

en pacients amb sifilis secundaria. Es disposa del permis per a la publicaci6é d’aquestes imatges.

La sifilis terciaria o tardana és practicament anecdotica de trobar actualment, es desenvolupa
mesos-anys després de la infeccio per T.p. Es manifesta a nivell cutani en forma de gommes,
que son noduls o plaques ulceratives, sovint amb morfologia arciforme, que poden créixer i
causar Ulceres que curen mitjancant cicatrius desfigurants, podent arribar a causar destruccio
mucosa 1 ossia. Tipicament afecten el paladar, la llengua i els llavis, perd poden aparcixer en
qualsevol localitzaci6 cutania i també en qualsevol altre organ, amb gran predileccié també pels

0ssos. En la sifilis terciaria també és habitual 1’afectacid del SNC en forma d’afectacid vascular

33



(hemiplegia, afasia, convulsions, meningomielitis) o afectacidé parenquimatosa (demeéncia o
tabes dorsal). L’afectacid cardiovascular en forma d’aneurismes aortics (sobretot a I’aorta
ascendent), insuficiéncia aodrtica, estenosis de les artéries coronaries i miocarditis, també és

tipica d’aquest estadi tarda de la infeccio.!”!8

[ 40% | cNs

Primary
2-6 Wk
after infection

10%

« Chancre
« Regional
lymphadenopathy

Early Neurosyphllis

Concurrent

chancre and Earo e , ymp Ocular Syphilis
Al aten
rash (9%) Y « Meningeal Otic Syphilis
« Asymptomatic syphilis
« <1 Yr after infection « Meningovascular
) syphilis
Secondary Recurrent
1-2 Mo after

secondary

« Rash X —
t primary syphilis syphilis (24%)

« Fever

« Generalized
lymphadenopathy

« Mucosal lesions

« Alopecia

« Hepatitis

« Nephritis

Late Latent

« Asymptomatic

« >1 Yr after infection

70% 30
l Late Neurosyphilis
Lifetime Latency Tertiary
Asymptomatic 2-50 Yr after infection
Cardi I Ocular  Otic Meningovascular disease,
disease syphilis syphilis  syphilis ~ meningomyelitis, general
(15%) (10%) paresis, tabes dorsalis

(5%)

Figura 5. Historia natural de la sifilis no tractada.'’

Diagnostic de la sifilis

El diagnostic de la sifilis es basa en la deteccio directa de T.p. amb microscopia o del seu ADN
mitjancant técniques diagnostiques moleculars, i de proves serologiques que avaluen la resposta
d’anticossos contra certs antigens treponémics o d’altres. El diagnostic dels diferents estadis de
sifilis depen de la interpretacio de les proves de laboratori, conjuntament amb la presentacid

clinica del pacient.!®-?!
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Metodes indirectes

Actualment, hi ha dues proves serologiques que ens permeten diagnosticar la sifilis: les proves

treponémiques 1 les no-treponémiques, que solen tardar entre 10-15 dies a positivitzar.

Les proves treponemiques (és a dir, TPHA, TPPA, CLIA, FTA, EIA) detecten un anticos contra
un antigen treponemic. S6n molt sensibles i especifiques, tot 1 que no es poden diferenciar dels
anticossos produits per infeccions causades per altres treponematosis (com la pinta, el bejel o
el pian). Generalment es mantenen positius de forma indefinida i, només en aquells casos en
que la sifilis es tracta molt precogment, poden esdevenir negatius. S’utilitzen com a despistatge
i confirmacio dels casos. Existeixen proves rapides per realitzar a consulta que detecten aquests

anticossos en pocs minuts, a través de técniques d’immunocromatografia.'®2!22

Les proves no-treponémiques o reaginiques (¢és a dir, RPR 1 VDRL) detecten un anticds contra
un antigen no-treponeémic, ¢€s a dir, contra la cardiolipina, la lecitina i el colesterol, components
de les cél-lules que son modificats pels T.p. quan les infecta i dona lloc al desenvolupament
d’anticossos contra aquests components. Aquests son molt sensibles 1 poc especifics, ja que
poden ser positius en altres condicions com: altres infeccions, malalties autoimmunes,
I’embaras o després d’algunes vacunes. Es tracta d’una prova molt antiga, universal i1 de baix
cost. La quantitat d’aquests anticossos es correlaciona amb 1’activitat de la infeccio i s’utilitza
per controlar la resposta al tractament. Tot i que es considera que no hi ha criteris definitius de
curacid per a la sifilis, ’avaluacid clinica i serologica 3, 6 1 12 mesos després del tractament
ens permet realitzar-ho. Es considera curaci6 serologica si es dona una seroconversio de I’estat
d’anticossos no-treponémics o una disminucié de dues dilucions dels titols d’anticossos en
comparacio amb els titols basals. Si aix0 no ocorre, o bé persisteixen signes o simptomes clinics

d’infeccid, es considera fracas del tractament.!2!122
Metodes directes

El T.p. té un especial tropisme per la pell i les mucoses, sobretot en les fases primaria i
secundaria de la infeccio, 1 aixd permet obtenir mostres amb facilitat de les lesions mucoses o

ulcerades per detectar el microorganisme i aixi realitzar el diagnostic de la infeccio.

El microscopi de camp fosc permet realitzar el diagnostic de la sifilis mitjancant la deteccid

visual de les espiroquetes en moviment de les lesions cutanies. La identificacio és senzilla per
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a un microbioleg expert gracies als tipics moviments episodics de la gran quantitat de T.p. que
hi ha als xancres. Degut a la presencia d’espiroquetes saprofites a la cavitat oral i anal, el camp
fosc no és util per a xancres en aquestes localitzacions, ja que comportarien resultats falsos

positius.!'%?!

Els estudis moleculars tenen per diana el gen que codifica per la lipoproteina de membrana del
T.p. de 47Kda (TpN47, gen tp0574). Permeten realitzar un diagnostic més acurat, especialment
en casos amb sifilis primaria abans que les proves serologiques hagin positivitzat o en xancres

en localitzacions on no és possible realitzar el camp fosc.

Recentment, s’ha aconseguit la detecci6 del T.p. en mostres de saliva, de mucosa oral i anal en
casos de sifilis precog¢ que no presentaven ulceres en aquestes localitzacions, reconeixent-se
I’existéncia d’una excrecié de T.p. asimptomatica, sent significativament més freqiient en la
sifilis secundaria, ja que la carrega bacteriana circulant és més alta en aquest estadi de la
infeccid.?? També s’ha aconseguit detectar el T.p. en mostres en plasma, orina i semen.?*> En
un estudi es va aconseguir detectar el T.p. en un 91 % (49/54) de pacients amb sifilis primaria,

enun 74 % (69/93) de sifilis secundaria i en un 8 % (4/53) de sifilis latent precog.?*

Els métodes moleculars d’estudi de I’ADN del T.p. permeten, a més, coneixer la soca patogena
d’un pacient i permeten aclarir si els episodis repetits de sifilis son deguts a una reinfeccio (soca
patogena genotipicament diferent de la que va causar la infecci6 anterior) o bé a una recaiguda
(soca patogena genotipicament igual que la de 1’episodi inicial). Detectar una recaiguda és

clinicament rellevant, ja que pot indicar que s’ha produit un fracas en el tractament.

Les tecniques de seqiienciaci6 utilitzades actualment disponibles poden ser: la seqiienciacio del
genoma complet (WGS, de ’anglés Whole Genome Sequence) i la tipificaci6 multilocus de
seqiiencies (MLST, de I’angles Multilocus Sequence Typing) del T.p. a partir de mostres
cliniques. Mentre que la MLST seqiiencia fragments del genoma del T.p., la WGS realitza la
seqiienciacié completa del genoma de la soca patogena del T.p. La WGS té un poder
discriminatori més alt, pero el principal inconvenient és que requereix una elevada carrega
bacteriana, que no ¢és habitual trobar en la sifilis. Tanmateix, la MLST ¢és assequible per a molts
laboratoris clinics i complementa els estudis genomics quan la WGS no es pot dur a terme, ja

que no requereix tanta carrega bacteriana.??’
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Tractament actual i limitacions

Les opcions terapeutiques per a la sifilis es limiten, de forma general, a un antibiotic: la

penicil-lina G benzatina (PGB) intramuscular (IM).?! Malgrat la seva alta eficacia, la

penicil-lina té limitacions per les segiients raons:

1.

No travessa eficagment la barrera hematoencefalica, ja que el quocient liquid
cefalorraquidi (LCR) — sérum de la penicil-lina en abséncia d’inflamacié meningia és

inferior a 0,15 (15 %).

El T.p. envaeix el SNC en el 40 % dels pacients, generalment sense simptomes.?® = Les
implicacions pronostiques de la invasi6 del SNC son la possibilitat de complicacions
neurologiques greus i el fracas del tractament a causa dels bacteris segrestats al SNC,
que poden ocasionar una recaiguda i un risc de progressié de la malaltia a les seves

etapes tardanes i més greus.”

L’tnica forma de diagnosticar la neurosifilis és mitjancant una puncié lumbar per
examinar el LCR, procediment invasiu no absent de riscos. Les recomanacions actuals
de la IUSTI indiquen la punci6 lumbar en pacients neurologicament simptomatics i en
pacients asimptomatics amb fracas del tractament (incloent-hi I’augment dels titols o bé

la manca de disminucid dels titols de les serologies no-treponémiques).

El tractament de la sifilis amb afectacio neurologica, auricular o ocular és la penicil-lina
aquosa cristal-lina endovenosa (EV) cada 4 hores o bé penicil-lina procaina IM cada 24
hores amb probenecid cada 6 hores durant 10-14 dies, pauta que pot ser estressant per
als pacients, provoca un augment de la necessitat d’hospitalitzacions i dels costos
secundaris a aquestes, i pot donar lloc a una falta d’adheréncia al tractament en alguns

entorns, especialment als paisos de rendes baixes.

Els problemes de produccié i subministrament globals en diferents paisos han donat lloc

a un augment dels casos de sifilis congénita, estimats en més de mig mili6 de casos.’!
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L’administraciéo parenteral necessita ajuda especialitzada per a la injecci6 i una

esterilitzacio adequada. Aquest fet requereix una infraestructura sanitaria que no sempre
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esta disponible, per exemple en zones rurals de paisos pobres. A més, les complicacions
locals fruit de la via intramuscular (com el dolor i la inflamacié en el lloc d’injeccio)

comparativament no es donen per via oral.

4. L’elevada prevalenga d’al-lergia a la penicil-lina, referida per un 10 % de la poblaci6 a

escala global. >

5. El potencial de les soques per adquirir resisténcia a la penicil-lina ha estat reconegut en
el passat,®® ja que el genoma del T.p. codifica per una proteina amb activitat -
lactamasa. Es tracta de la lipoproteina TpN47, perod s’inhibeix per la penicil-lina

hidrolitzada i fins a I’actualitat mai s’hi ha reportat resisteéncia.

6. Existeixen pocs tractaments de segona linia (cefalosporines, macrolids i tetraciclines),
perod requereixen multiples dosis de tractament i algun d’ells ja ha desenvolupat

resisténcies (64-100 % de resisténcia a 1’azitromicina).?®

S’han avaluat pocs antibidtics en assaigs clinics aleatoritzats (ACA) per al tractament

de la sifilis precog (Taula 1). Hi ha dos ACA que comparen la penicil-lina amb

37,38 36,39,40 La

’azitromicina, perd ja no es recomana per l’aparicid de resisteéncies.
ceftriaxona ha demostrat eficacia, pero requereix pautes IM o EV diariament durant 10-
14 dies,*! i no hi ha evidéncia robusta per al seu Us en la neurosifilis.** També s’han
43,44

realitzat dos estudis pilot considerant 1’eficacia de la cefixima®** i ’amoxicil-lina oral

(amb probenecid o sense)* amb resultats positius, perd es requereixen estudis de fase
IIT per confirmar 1’eficacia d’aquests farmacs. L’eficacia de la doxiciclina té suport en
dades de dos estudis prospectius i petits estudis retrospectius observacionals***” que
analitzen les taxes de resposta serologica, essent molt limitada 1’evidéncia del seu Us en

la neurosifilis.*®

Per tot plegat cal realitzar estudis rigorosos comparant la penicil-lina amb altres agents
antibacterians per avaluar-ne la dosi, la durada del tractament i la formulacié d’un antibiotic
que pugui aconseguir la curacio de la sifilis amb una toxicitat i cost minims. Un antibiotic amb
una millor penetracié al SNC seria potencialment més efica¢ que la PGB per tractar les
espiroquetes segrestades al SNC 1 tindria millors resultats clinics, serologics 1 funcionals en

pacients amb neuroinvasio.
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Taula 1. Selecci¢ dels principals estudis sobre tractaments alternatius de la sifilis precog, 2005-2023.

Referéncia Farmac Estudi Tomany Poblacio Control Resultats
estudi (dosi) (localitzacié) mostral (dosi)
(aleatoritzacio)
Riedner et al. | Azitromicina ACA Fase 111 328 Sifilis PGB Curacio clinica (2 setmanes) i/o
2005 (2 g, VO, DU) multicéntric (1:1) primaria i| (2,4 MUIL, 1M, | serologica (9 mesos) 97,7 %
(Tanzania) latent precog | DU) Azitromicina (IC95% 94,0 a 99,4) vs.
95 % PGB (IC95% 90,6 a 97,8).
Equivalencia IC95% -1,7 a 7,1.
Hook et al. 2010* | Azitromicina ACA Fase 111 517 Sifilis preco¢ | PGB Curacio serologica (6 mesos) 180 (77,6
(2 g, VO, DU) multicentric (1:1) (test VIH | (2,4 MUI, 1M, | %) Azitromicina vs. 186 (78,5 %) PGB
(EUA, negatiu) DU) (IC95% 1 banda 7,2).
Madagascar)
Caoetal. 2017°° | Ceftriaxona ACA Fase 111 301 ITT Sifilis precog | PGB Curacio serologica (6 mesos) 90,2 %
(1 g/24h, EV, 10 dies) | multicéntric 230 PP (test VIH | (2,4 Ceftriaxona vs. 78 % PGB (p= 0,01).
(Xina) (1:1) negatiu) MUI/setmana, | Curacio serologica (12 mesos) 92,0 %
IM, 2 setmanes) | Ceftriaxona vs. 81,4 % PGB (p= 0,02).
Stafylis et al. | Cefixima ACA  Estudi S8ITT Sifilis preco¢ | PGB Curacio serologica (3 o 6 mesos) 93 %
2021% (400 mg/12h, VO, 10 | Pilot 30 PP (2,4 MUI, 1M, | PGB (IC95% 81 a 100; 14/15) vs 87 %
dies) multicéntric (1:1) DU) Cefixima (IC95% 69 a 100; 13/15).
(EUA)
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Ando et al. 2023** | Amoxicil-lina + | ACA  Estudi 112 Sifilis en | Amoxicil-lina | Curaci6 serologica (12 mesos) 93,5 %
Probenecid Pilot (Londres) (1:1) pacients amb | (1500 mg) Amoxicil-lina Vs. 97,9 %
(3000 mg) VIH Amoxicil-lina+ Probenecid.

Ikeuchi et al. | Amoxicil-lina Observacional 138 Sifilis precog i | - Curacio serologica (12 i 24 mesos,

2021°" (1,5 g/dia, 4- 14 | retrospectiu tardana precog/tardana) 131/138 i 138/138, 95
setmanes) (Japo) % (1C95% 89,8 a 97,9).

Tanizaki et al. | Amoxicil-lina (3g/dia) | Observacional 286 Sifilis precog i | - Curacio serologica (24 mesos) 273/286

2015 + Probenecid retrospectiu tardana en 95,5 % (1C95% 92,4 a 97,7).
(0,75- 1,5 g/dia, 2 | (Japd) pacients amb Un total de 21/286 7,3 % canvien
(precog)- 4 (tardana) VIH tractament per efectes adversos.
setmanes)

Tsai et al. 2014*” | Doxiciclina (100 | Observacional | 123 Doxiciclina | Sifilis preco¢ | PGB (2,4 MUI, | Curacio serologica (6 mesos) 63,4 %
mg/12h, VO, 14 dies) | retrospectiu 6 mesos (91 per | en  pacients | IM, DU) Doxiciclina vs. 72,3 % PGB (p=0,075).

multicéntric 12 mesos), 271 | amb VIH Curacio serologica (12 mesos) 65,9 %
(Taiwan) PGB 12 mesos Doxiciclina vs. 68,3 % PGB (p=0,681).

Dai et al. 2017 Doxiciclina (100 | Observacional 118 Sifilis precog i | - Curacio serologica (12 mesos) 95,8 %
mg/12h, VO, 14 dies | retrospectiu tardana (90/94) precog 1 79,2 % (19/24)
precog¢ 1 28 dies | (Xina) tardana.
tardana)

Antonio et al. | Doxiciclina (100 | Observacional | 50 Doxiciclina, | Sifilis precog¢ i | PGB (2,4 MUI, | Curacio6 serologica (6-12 mesos) 72 %

2019 mg/12h, VO, 14 dies | retrospectiu 115 PGB tardana en | IM, DU precog | Doxiciclina (IC95% 58 a 84) vs. 70 %
precoc 1 28 dies | (Brasil) pacients amb |1 3 dosis | PGB (IC95% 60 a 78) (p = 0,753).
tardana) VIH tardana)
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Estudis registrats en marxa [revisats fins al gener de 2024|

Referéncia Farmac Estudi Tomany Poblacio Control Avaluacio6 Publicat
estudi (dosi) (localitzacié) mostral (dosi)
(aleatoritzacio)
ClinicalTrials.gov | Cefixima ACA Fase II'| 120 Cefixima, | Sifilis preco¢ | PGB Curacio6 serologica Protocol
ID NCT03752112 | (400 mg/12h, VO, 10 | multicentric 60 PGB en dones no | (2,4 MUI, IM, | (6 mesos)
dies) (Brasil) embarassades | DU)
ClinicalTrials.gov | Cefixima ACA Fase 111 400 Sifilis preco¢ | PGB Curacio serologica Estudi pilot
ID NCT04958122 | (400 mg/12h, VO, 10 | multicentric (1:1) (2,4 MUI, IM, | (9 mesos)
dies) (USA i Pert) DU)
ClinicalTrials.gov | Linezolid ACA  Estudi 60 Sifilis preco¢ | PGB Curacio serologica No
ID NCT05548426 | (600 mg/12h, VO, 5 i | pilot (Pert) (1:1:1) (2,4 MUI, 1M, | (6 mesos)
10 dies) DU)
ClinicalTrials.gov | Linezolid ACA Fase 11 224 Sifilis preco¢ | PGB Curacio clinica (2 i | Primera part com
ID NCT05069974 | (600 mg/12h, VO, 10 | multicentric (1:1) (2,4 MUI, 1M, | 6 setmanes), a estudi pilot
dies) (Espanya) DU) serologica (12
mesos) i molecular
ClinicalTrials.gov | Doxiciclina (100 | ACA Fase III 200 Sifilis preco¢ | PGB Curaci6 serologica No
ID NCT04838717 | mg/12h, VO, 14 dies) | (Franga) (1:1) (2,4 MUI, IM, | (6 mesos)
DU)

Llegenda Taula 1. VO: Via Oral; DU: Dosi Unica; ACA: Assaig Clinic Aleatoritzat; EUA: Estats Units

Internacionals; IC: Interval de Confianga; VIH: Virus de la Immunodeficiéncia Humana; EV: Endovenos.

41

d’Ameérica; MUI: Milions d’Unitats




Readaptacid de farmacs

La readaptaci6 de farmacs consisteix en la investigacid6 de farmacs existents, segurs i
comercialitzats per a una indicacid terapeutica nova. La readaptaci6 de farmacs és una
estratégia universal per a malalties a les quals es destinen pocs recursos perque d’aquesta

manera es redueix el temps 1 els costos per tal que el medicament arribi al mercat.

Tradicionalment, el descobriment de noves terapies antibacterianes s’havia centrat en trobar
nous farmacs amb nous objectius i noves dianes terapeutiques. No obstant aix0, aquesta
estratégia resultaria extremadament cara i requeriria molt de temps. Tot 1 que en el cas de la
sifilis, la industria farmacéutica buscaria de manera agressiva nous farmacs antisifilitics en cas
d’una epidémia per una soca resistent, de moment no hi ha una pressio per fer-ho abans que
aixo pugui ocorrer. En aquest context, les estratégies de readaptacio de farmacs per a la sifilis,
¢s a dir, buscar noves aplicacions per als farmacs existents, poden reduir el cost del
desenvolupament de nous tractaments i son necessaries per raons humanitaries. La riquesa de
dades farmacologiques disponibles actualment, el coneixement dels mecanismes d’acci6 dels
antimicrobians, juntament amb els métodes desenvolupats recentment per a realitzar proves de
susceptibilitat de farmacs per al T.p., obre la porta a la readaptacié de farmacs i a nous assaigs

clinics en humans amb sifilis.

Les espiroquetes son filogenéticament diferents dels bacteris gram-positius 1 gram-negatius, 1
la seva susceptibilitat a diversos antimicrobians no s’ha caracteritzat bé perque el
microorganisme no es podia cultivar in vitro fins fa molt poc. El 2018, Edmonson et al.>* va
descriure un sistema de cultiu tissular in vitro basat en el cocultiu del T.p. 1 cel-lules epitelials
Sf1 de conill (Sf1Ep) que podien suportar el creixement del T.p. fora d’un hoste susceptible.
Aquest metode ha permes facilitar I’estudi d’antimicrobians ja aprovats o experimentals contra
el T.p., ja que com s’ha dit abans les taxes de creixement global elevades de sifilis requereixen

la identificacié d’antibidtics alternatius, efectius i facils d’administrar per al seu tractament.

L’assaig clinic que es presenta en aquesta tesi forma part d’un projecte de col-laboraci
anomenat TrepAB entre la Fundaci6 Lluita contra les Infeccions de ’HUGTP a Badalona (Dr.
Oriol Mitja, Investigador Principal) i la Universitat de Washington a Seattle (Dr. Lorenzo
Giacani, Investigador Col-laborador). El proposit d’aquest projecte és readaptar antibiotics

aprovats per a altres infeccions bacterianes per al seu Us en el tractament de la sifilis.
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El compost ideal per a tractar la sifilis hauria d’aconseguir assolir concentracions efectives en
els teixits diana del T.p., especialment al SNC, per assegurar una millor eliminacio de les
espiroquetes que podrien haver-lo envait i prevenir la neurosifilis. Per tant, seria un farmac
capag de penetrar amb eficacia al SNC. El tractament actual de la neurosifilis s’administra per
via parenteral 1 aquest fet és una limitaci6 en paisos o regions amb sistemes de salut limitats,
on I’administracié parenteral és inviable. El compost ideal s’administraria per via oral 1

preferentment en régim curt per millorar 1’acceptacié i1 el compliment del pacient.

Investigacions prévies a ’assaig en la readaptacid de farmacs per tractar la sifilis

A continuacio s’expliquen les investigacions dutes a terme dins del projecte TrepAB abans del
desenvolupament de ’ACA que forma part d’aquesta tesi: la identificaci6 de molecules
candidates i els estudis in vitro 1 en el model animal per a seleccionar el farmac candidat per a

tractar la sifilis.
Recerca de molécules terapéutiques candidates

El T.p. és un patogen extracel-lular que es beneficia d’envair els teixits viscerals i
musculoesquelétics profunds, 1 de sobreviure en llocs distals de la pell 1 les mucoses per tal de
millorar les oportunitats de transmetre’s durant els estadis posteriors de la infeccid. Una
exposicio prolongada a farmacs als teixits on predomina el bacteri es considera un dels
principals requisits per al tractament de la sifilis. A causa de la preocupacio per la neurosifilis
asimptomatica, es buscava un antibiotic neuropenetrant oral. El nostre grup de recerca ha
realitzat una revisio de la literatura, cercant antimicrobians que tinguessin les caracteristiques

farmacologiques segiients:

1. Activitat coneguda contra el T.p. (és a dir, penicil-lina, ceftriaxona, cefetamet,
ceftizoxima, cefmetazol, aztreonam, eritromicina, claritromicina, azitromicina,
doxiciclina, tetraciclina i cloramfenicol)™%* o altres espiroquetes patdgenes com
Borrelia burgdorferi i Leptospira spp. (és a dir, moxifloxacina, tigeciclina,
linezolid).%>-6¢

2. Bona absorci6 oral (90-100 %).

3. Volum de distribucié d’uns 70 litres/kg o més.
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4. Baix nivell d’unid a proteines plasmatiques menor al 30 % (ja que només la fraccid no
lligada del plasma pot penetrar lliurement per la barrera hematoencefalica).
5. Quocient LCR— serum proper a 1,0 (és a dir, molécules petites i lipofiles).

6. Capacitat per assolir els teixits periferics (és a dir, la pell).

Un dels candidats més prometedors va ser el grup de les oxazolidinones: son farmacs

67.68 s6n neuropenetrants® (per

potencialment actius enfront del T.p./espiroquetes patogéniques,
exemple, la penetracio al SNC del linezolid és del 70 %, enfront del 15 % de la penicil-lina) i
poden administrar-se per via oral 1 en pauta curta per millorar I’adheréncia i el compliment del

tractament.”®
Model in vitro: cultiu cel-lular

Fins a I’any 2018, les proves de farmacs antisifilitics havien de desenvolupar-se en el context
d’una infeccidé d’un hoste perqué el T.p. no es podia cultivar; 1 per testar la resisténcia als
antibiotics només es podia realitzar mitjangant métodes moleculars indirectes.®* El nostre centre
col-laborador a la Universitat de Washington a Seattle (laboratori del Dr. Lorenzo Giacani) ha
realitzat estudis preclinics amb linezolid adaptant per primera vegada el sistema de cultiu

tissular in vitro per T.p. desenvolupat per Edmonson et al.>*

En aquests estudis es pretenia determinar 1’eficacia i la concentracié minima inhibitoria (CMI)
dels antimicrobians estudiats. Es van crear medis especifics per cada antibiotic proposat, diluit
a diferents concentracions, 1 amb diversos mecanismes de control. A continuacio, s’hi
sembraven 30.000 soques de T.p SS14 i s’incubaven a 34°C durant 7 dies. Al cap de 7 dies, es
relitzava una PCR quantitativa (qPCR) contra el gen p0574 per mesurar la carrega d’ADN de
T.p. en cada concentracié d’antibiotic 1 aixi determinar el creixement bacteria després d’haver
estat exposat a I’antibiotic a diferents concentracions. Per altra banda, d’un dels pous es prenien
els T.p. viables i1 es ressembraven en una segona placa sense antibiotic per comprovar la
viabilitat dels T.p. després de 1’exposicid als antibiotics. Al cap de 7 dies, es realitzava una

segona qPCR 1 aixi es determinava si els antibidtics testats tenien activitat treponemicida.

Es va observar que una concentracié de 0,5 pg/ml de linezolid o superior inhibia el creixement
del T.p (Figura 6). També¢ es va observar que el linezolid tenia efecte treponemicida, ja que els

T.p. no creixien després de la ressembra realitzada després de 1’exposicié a I’antibiotic.”!
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Figura 6. Resultats de la CMI calculada en el model in vitro, a través de I’amplificacio per qPCR del

gen tp0574 en cultius de T.p. tractats i controls.”!
Model in vivo: model animal

Es va utilitzar el model animal de sifilis amb conills per testar el linezolid, que actualment
encara es considera el métode més fiable per provar la susceptibilitat del T.p. als agents

antimicrobians.”>73

Es varealitzar el segiient estudi com a prova de concepte. Un total de 15 conills van ser infectats
el mateix dia, de forma intradérmica, en 8 localitzacions cadascun a I’esquena. Posteriorment,
els conills es van aleatoritzar en diferents branques de tractament. Després de la infeccio, tots
els animals van desenvolupar signes clinics d’infeccid. El tractament antibiotic es va iniciar 7
dies després de la inoculaci6 intradérmica, moment en el qual almenys 2 dels llocs d’inoculacio
en cada conill mostraven els T.p. visibles per camp fosc. Posteriorment, es va fer un seguiment

de la progressi6 de les lesions fins a dia 40 després de la inoculacid, on s’avaluava:

- laclinica registrant el diametre i la induraci6 de cada lesio;
- el camp fosc mitjancant aspirats amb agulla;
- les biopsies cutanies de les lesions per a dur a terme la qPCR (contra el gen 1p0574);

- el sérum per a realitzar proves treponemiques FTA-ABS i no-treponémiques VDRL.

En els animals tractats amb PGB 1 linezolid, les lesions van curar a dia 15, a diferéncia dels
altres grups de conills en que les lesions van progressar (Figura 7). L’avaluacid de la carrega

bacteriana del T.p. a les lesions cutanies per camp fosc i per qPCR va mostrar que no es
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detectava el T.p. en les lesions dels animals tractats amb PGB a partir del dia 3 després del
tractament 1 en els conills tractats amb linezolid a partir del dia 8 després del tractament. Les
serologies van mostrar que els animals tractats amb PGB i linezolid no van seroconvertir durant

tot el periode d’observacio, a diferéncia dels altres grups que van esdevenir positius entre les

setmanes 2-3.

Linezolid Untreated Moxifloxacin Clofazimine

Figura 7. Curacio de la infeccio per T.p. en el model en conill. Imatges cliniques de 1’evoluci6 de les
lesions cutanies. [Els quatre punts negres de 1’esquerra de cada imatge son les marques del retolador per

identificar el lloc de la inoculaci6 intradérmica del T.p.]""

Es varealitzar el Test d’Infectivitat del Conill, a través dels ganglis limfatics poplitis dels conills
dels grups tractats amb PGB 1 linezolid i del grup control no tractat. El conill receptor dels
ganglis limfatics del grup control va desenvolupar orquitis i va seroconvertir un mes després de
la inoculacio, a diferéncia dels conills que havien rebut la inoculaci6é de gangli provinent del
grup PGB o linezolid, que no van desenvolupar la infeccié. Tampoc es van detectar anomalies
destacables al LCR del SNC. Els resultats d’aquests experiments van demostrar que el linezolid

és tan efica¢ com la PGB en el tractament de la sifilis en el model animal amb conill.”!
Linezolid

Els resultats presentats de les proves in vitro i in vivo suggereixen que el linezolid és un candidat

prometedor per ser testat en un ACA de sifilis en humans.
Indicacions aprovades del linezolid i seguretat

El linezolid és una oxazolidinona sense patents i de baix cost que actua inhibint la sintesi de

proteines. El linezolid s’uneix al ribosoma bacteria (23S de la subunitat 50S) i1 impedeix la

46



formacid del complex d’iniciacio funcional 70S, que €s un component essencial per al procés
d’iniciaci6 de la traduccid proteica. Es va aprovar per a Us clinic als Estats Units d’America
(EUA) I’abril del 2000 1 posteriorment s’ha aprovat en altres paisos per tractar infeccions
causades per microorganismes Gram positius, principalment la pneumonia adquirida a la
comunitat, les infeccions de la pell i dels teixits tous complicades i no complicades, i per
infeccions causades per Staphylococcus aureus resistents a la meticil-lina i enterococs resistents

a la vancomicina.”

El linezolid té una alta penetracié al SNC i una excel-lent biodisponibilitat oral. L’experiéncia
publicada en séries de casos amb linezolid en infeccions del SNC (incloent-hi meningitis 1
abscessos cerebrals) indiquen que és una alternativa segura per a les infeccions del SNC
resistents a la terapia convencional.%7>7® Tot i que no es reconeix aquesta indicacio a la fitxa
tecnica del linezolid, ja apareix en alguna guia de meningitis.”” A més, el linezolid sembla ser
eficag per al tractament de les infeccions per nocardiosi i listeriosi en un nombre limitat de

casos publicats.®7-68

El linezolid esta contraindicat en casos d’hipertensi6 arterial no controlada, feocromocitoma,
tirotoxicosis, sindrome carcinoide o trastorn psicoafectiu incapacitant, pel risc de crisis
hipertensives. El linezolid ¢és un inhibidor reversible 1 no-selectiu de I’enzim
monoaminooxidasa (MAO) i determinats farmacs poden interaccionar-hi: inhibidors de la
MAO, inhibidors selectius de la recaptacié de serotonina (ISRS), antidepressius triciclics,
agonistes del receptor de serotonina 5-HT1, agents simpaticomimeétics, agents dopaminergics 1
adrenergics, farmacs estimulants del SNC 1 narcotics opioides, pel risc de sindrome
serotoninergic. Tot 1 aixi, el risc de desenvolupar aquestes complicacions és molt rar, reportat

en menys del 0,5 % dels casos.”

Pel que fa a altres efectes adversos, els més freqiients son la diarrea, les nausees i la cefalea.
Pero determinats efectes adversos requereixen una monitoritzacid: la mielosupressio, la
neuropatia (periferica i Optica) i I’acidosi lactica, ja que poden limitar 1’s del linezolid per a
durades prolongades d’almenys 14 dies.”” ! Per pautes curtes de menys de 7 dies, el linezolid

¢s un medicament segur i no requereix monitoritzacio, segons les recomanacions cliniques.
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Farmacologia i justificacio del régim de dosi del linezolid

La dosi estandard recomanada del linezolid és de 600 mg/12 hores durant 10-14 dies;’* tot i
aixi, el linezolid 600 mg/24 hores s’ha utilitzat fora de fitxa técnica per al tractament de la
tuberculosi multiresistent.®? La dosificacio i la freqiiéncia del linezolid proposades per a aquest

estudi es basa en les seves caracteristiques farmacocinetiques i farmacodinamiques.

Segons la informaci6 de la fitxa técnica,’* la farmacocinética d’una dosi tnica de linezolid 600
mg dona lloc a una concentracié maxima (Cmax) de 12,7 mg/L, el temps on la concentracid és
maxima (Tmax) és de 1,28 hores, té una semivida de 4,26 hores, I’area sota la corba de
concentracio—temps de 24 hores (AUC24h) és de 91,4 ng-h/ml i I’AUC24h al SNC és de 63,9
pg-h/ml. L’AUC lliure (fAUC24h) és de 64,0 pg-h/ml i ’fAUC24h al SNC és de 44,8 pg-h/ml.

El linezolid pertany a una classe d’antibiotics dependents del temps, majoritariament
bacteriostatics, amb baix efecte postantibiotic i un 30 % s’uneix a proteines plasmatiques. Els
nostres estudis preclinics utilitzant qPCR 1 el sistema de cultiu in vitro de T.p. indiquen que la

CMI del linezolid per T.p. és de 0,5 pg/ml.”!

L’objectiu farmacocinétic (PK) farmacodinamic (PD) per aconseguir eficacia €s aconseguir un
quocient fAUC24/CMI major de 100, que s’ha demostrat que prediu 1’eficacia clinica per a
altres infeccions bacterianes.?® Tenint en compte que fAUC24h és de 64,0 pg-h/ml,™ i la CMI
de 0,5 ug/ml,’" el quocient FAUC/MIC seria de 128, superior a 100 que correspondria al valor

d’eficacia clinica (Taula 2).

La durada optima del tractament per a la sifilis preco¢ es desconeix i no s’ha avaluat en ACA.
Hi ha pocs estudis observacionals que avaluin diferents pautes de dosificacio per a tractar la
sifilis.®*%> En els experiments originals d’Eagle i col-laboradors, €l T.p. s’eliminava dels
xancres si els nivells de penicil-lina es mantenien durant un periode de 2-3 dies.>”*¢ Tot i aixi,
es va considerar que calia una exposicié prolongada durant un periode de 5-7 dies per aquells
T.p. que afectaven els ganglis limfatics i teixits, a causa del creixement lent d’aquests bacteris

(el temps de multiplicacio del T.p. és de 35-40 hores).?’

Tenint en compte que per curar la sifilis cal mantenir nivells treponemicides de farmacs durant
almenys 5-7 dies, tal com ocorre amb la PGB IM,>"# sera necessari un régim de linezolid

d’almenys 5 dies una vegada al dia. Aquest régim de dosificaci6 tan simple afavoriria una major
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adheréncia al tractament,®® tenint en compte la importancia que té aquest fet en els paisos amb

rendes baixes, amb mal accés a les instal-lacions sanitaries i problemes per al compliment dels

tractaments.

Taula 2. Parametres farmacocinétics i farmacodinamics del linezolid.

CMI AUC24/CMI | fAUC24/CMI | AUC-SNC/ CMI | fAUC-SNC/CMI
4 22,9 16,0 16,0 11,2
2 45,7 32,0 32,0 22,4
1 91,4 64,0 64,0 44,8
0,5 182,8 128,0 128,0 89,6
0,25 365,6 255,9 255,9 179,1
0,125 7312 511,8 511,8 3583
0,06 1523,3 1066,3 1066,3 746,4
0,03 3046,7 2132,7 2132,7 1492,9

Llegenda Taula 2. CMI: Concentracié Minima Inhibitoria, expressada en pg/ml; AUC24: Area sota la

Corba de concentracio—temps de 24 hores; fAUC24: Area sota la corba lliure de 24 hores; SNC: Sistema

Nerviés Central >*
Resistencies al linezolid

Mutacions en el gen 23S rRNA s’han descrit com a mecanisme de resisténcia al linezolid
conegut en diverses especies. El genoma del T.p. té 2 gens que codifiquen pel 23S rRNA. De
fet, algunes soques del T.p. son resistents als macrolids degut a mutacions en el 23S rRNA. Per
tant, el risc d’aparicid de resisténcia al linezolid mitjangant la seleccié de mutacions en el gen
23S rRNA ribosomal s’ha de tenir en compte i fer-ne un seguiment. Per avaluar la probabilitat
d’aquest esdeveniment, en el laboratori del Dr. Giacani es va cultivar el T.p.SS14 durant 10
setmanes en concentracions subterapéutiques de linezolid (~ 30 ng/ml). Al final de
I’experiment, es va demostrar que la CMI del linezolid no s’havia modificat en aquests T.p.,
suggerint que no s’havia produit cap seleccid de soques resistents.”!% També es va extreure
ADN del T.p. per realitzar la WGS, com a forma alternativa d’investigar si havien aparegut

mutacions que es podrien associar amb resisténcia al linezolid, amb els mateixos resultats.
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Justificacio de ’estudi

Els estudis preclinics del projecte TrepAB han confirmat que el linezolid pot ser un antibiotic
prometedor per a tractar la sifilis. Per tant, un ACA és 1’abordatge més adequat per avaluar si
I’antibiotic seleccionat és tan eficag com la PGB per a curar la sifilis. Com s’ha comentat, el
linezolid s’utilitzaria en el context d’escassetat de PGB i també seria una alternativa valuosa
per als pacients al-lergics a la penicil-lina. A més, el nou régim de tractament proposat canvia
una formulaci6 injectable per una d’oral de régim breu, millorant la comoditat del tractament

per part dels pacients.
2. Mpox, infeccio pel virus de la verola del mico

Introduccid

La infeccid6 de la verola del mico o ’Mpox (inicialment anomenada monkeypox) és causada per
un ortopoxvirus zoonotic de doble cadena d’ADN, que pertany a la familia de Poxvirus.
Habitualment es troba a 1’Africa Occidental i Central,”® on una amplia varietat d’animals,
incloent-hi micos i1 rosegadors, actuen com a principals reservoris de la infecci6. Dins del
genere ortopoxvirus hi ha multiples altres virus, entre els quals destaquen el virus Variola
(causant de la verola humana) i el virus Vaccinia (utilitzat per la vacuna d’aquesta).”! Es coneix
I’existeéncia de dues soques del virus Monkeypox (MPXV): la soca I vinculada a la conca del
Congo o Africa Central, associada a una major gravetat de la infeccio, i la soca II vinculada a

I’Africa Occidental, associada a una malaltia més lleu.

El virus es va identificar per primer cop I’any 1958 en un institut de recerca microbiologica a
Copenhaguen (Statens Sehuminstitut). Es van identificar dos brots en els simis Macacos
asiatics del centre de recerca, amb simptomes i lesions cutanies que recordaven la verola
humana.®? L’any 1970 es va detectar per primera vegada la infeccidé pel MPXV en humans, en
un nen de 9 anys de la Reptblica Democratica del Congo (RDC) amb una clinica que també
recordava la verola humana, perd aquesta malaltia havia estat declarada erradicada en aquest
pais ’any 1968. Després que 1’any 1980 1’Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) considerés
la verola humana oficialment erradicada (I’altim cas s’havia descrit ’any 1977 al continent
africa), 1 des d’aleshores disminuissin els programes de vacunacid, I’Mpox ha esdevingut

I’ortopoxvirus més important a escala global.
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Els casos de contagi entre humans en zones endémiques es van descriure durant els anys
posteriors al 1980, normalment donant lloc a petites cadenes de transmissio, perd també van
ocorrer brots més nombrosos.”*** També s han registrat casos importats d’Mpox en diversos
paisos fora de zones endémiques, normalment associats a viatges a regions endémiques o amb
el contacte amb animals importats infectats.”>*® L’any 2003 es va produir el primer brot fora
del continent africa, als EUA, que va afectar fins a 71 persones de diversos estats. L’estudi
epidemiologic va demostrar que tots els casos tenien un nexe amb la importacié de gossets de
la prada, que s’havien contagiat de petits rosegadors exotics importants des de Ghana.”’
Posteriorment, I’any 2017 1 2018 es va identificar el brot endémic més important amb 122 casos
afectats a Nigeria, després de 39 anys sense reportar-se cap cas d’Mpox. Aquest brot es va
produir en zones endémiques i es va descriure la transmissio de persona a persona.”® Des
d’aleshores, s’han reportat diversos casos aillats d’Mpox en paisos com Regne Unit (7 casos de
2018 a 2021), Israel (2018), EUA (2021) i Singapur (2019), sempre mantenint un nexe

epidemiologic amb arees endémiques.”® 192

Mecanismes de transmissio descrits abans de ’any 2022

Encara que s’hagi anomenat originalment virus de la verola del mico, I’hoste principal d’aquest
virus son petits rosegadors com rates o esquirols. El contacte amb els mateixos o mossegades
d’aquests pot transmetre el virus als humans. Paral-lelament, el contacte d’aquests rosegadors
amb petits primats pot transmetre’ls també a aquests la infeccid. El consum de carn de primats
poc processada o el contacte amb aquests animals en zones de jungla en arees endémiques
suposa una altra font de contagi.!®® A més, el virus es pot transmetre entre humans a través de
4 mecanismes:!%1% per contacte directe amb les lesions cutanies de persones infectades,
mitjancant gotes respiratories (requerint-se un contacte molt estret i perllongat), a través del
contacte amb roba o objectes contaminats (tot i que amb un paper menys important) i també
s’ha descrit la transmissié vertical, podent causar avortaments i morts neonatals.!% El periode

de transmissibilitat s’ha descrit des de I’inici dels primers simptomes, principalment quan

apareixen les lesions cutanies, i fins que totes elles hagin curat i s’hagin despres les crostes.

Brot d’Mpox de ’any 2022

L’any 2022 es va produir un brot d’Mpox caracteritzat perque els afectats no tenien historia

documentada de cap viatge a paisos endémics o d’haver estat exposats a animals importats de
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zones endemiques. Els casos d’infeccio pel MPXV es van detectar a Anglaterra a partir del 6
de maig de 2022 i es van estendre rapidament per tot Europa i la resta del mon. El dia 23 de
juliol de 2022, el director general de I’OMS va declarar el brot d’Mpox com una situacid
d’emergencia de salut publica d’importancia internacional, a causa de la propagacié mundial
sense precedents de la malaltia fora de paisos africans endémics.!% El pic del brot va ser durant
el mes d’agost de 2022, on es van diagnosticar més casos arreu del mén. Es van registrar un
total de 93.497 casos en 118 paisos arreu del mon (registrats fins el marg de 2024),'97 sent els
paisos amb major nombre de casos diagnosticats: EUA, Brasil i Espanya (Figura 8).!” La
mortalitat €s menor al 0,1 %, s’han registrat un total de 177 morts, amb major nombre de casos

registrats: EUA, Méxic, Peru i Brasil (registrats fins el marg de 2024).'%7

Figura 8. Casos confirmats acumulats d’Mpox a escala global (esquerre, en vermell) i a Espanya

(dreta, en verd), novembre 2023.108

A Espanya s’han registrat un total de 7.786 casos d’Mpox (fins al mar¢ de 2024) en 17
comunitats autonomes, principalment a Catalunya i Madrid. El primer cas es va diagnosticar a
Espanya el dia 26 d’abril de 2022. Durant I’any 2023 es van registrar un total de 229 casos’ i
posteriorment 12 casos des de gener de 2024 (comunicats fins al mar¢ de 2024).!% S’han
registrat 3 casos de mort a Espanya: 2 casos per meningoencefalitis i un cas presentava Mpox
disseminada amb multiples complicacions associades.’> A Catalunya, fins al mes de novembre

de 2023 s’havien confirmat 2.379 casos, la majoria d’ells a Barcelona (Figura 9).!1°
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Nombre de casos confirmats d'Mpox

Figura 9. Nombre de casos confirmats d’Mpox per grups d’edat i génere a Catalunya, novembre
2023.M°

L’epidémia ha afectat principalment a homes gais i1 bisexuals que tenen sexe amb homes, amb
una edat mitja de 30-44 anys, la majoria amb factors de risc en I’ambit sexual (és a dir, tenir
multiples parelles sexuals, haver tingut altres ITS, utilitzar aplicacions per mantenir relacions
sexuals 1/0 haver practicat Chemsex, en 1’tltim any). Les series descriuen que fins al 40 % de
la poblacio afectada tenia infeccié pel VIH i1 un 40 % prenia profilaxi preexposicid contra el
VIH (PrEP).!!!-113 Els afectats no tenien historia documentada d’haver realitzat viatges a paisos
endeémics ni d’haver tingut contacte amb animals importats de zones endémiques, suggerint
com a principal mecanisme de transmissio el contacte directe amb material infeccids de lesions
cutanies 0 mucoses que es produeix a través del contacte intim durant les relacions sexuals.!'?~
14 A més, la constatacio en diversos estudis de carregues virals (CV) més elevades en les
lesions cutanies en comparaci6é amb les CV de les vies respiratories superiors, reforca la teoria
que ha estat el contacte pell amb pell el principal mecanisme de transmissié de I’Mpox en el
brot de 2022, mentre que la transmissio respiratoria ha estat molt menys rellevant.!!'3 El patogen
s’ha identificat com la soca IIb del MPXV, vinculada a Africa Occidental i associada a malaltia

lleu. No obstant aix0, s’han identificat algunes mutacions en la soca responsable d’aquesta

epidémia en les proteines involucrades en la transmissio del virus i la viruléncia.!%

El dia 28 de novembre de 2022, I’OMS va decidir canviar el nom de la verola del mico pel

d’Mpox.!"> Organitzacions no-governamentals, alguns estats i activistes, tant africans com de
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la comunitat LGBTIQ+, havien sol-licitat el canvi de nom, ja que el nom anterior s’associava
a etiquetes que podien conduir a la discriminaci6 i visid esbiaixada de la historia natural
d’aquesta malaltia. Finalment, I’11 de maig de 2023, el director general de ’OMS, després de
la disminucio drastica del nombre de casos, va determinar que el brot deixava de constituir una

emergéncia de salut publica global.!'®

Patogenia

Per tal d’entendre millor la presentaci6 clinica 1 la transmissio dels casos d’Mpox del brot de
2022, és important intentar entendre la fisiopatologia del MPXV. Per aconseguir-ho ens podem
ajudar dels estudis antics d’altres ortopoxvirus, com la verola humana, o bé d’estudis d’Mpox
en primats. En el model amb primats, s’observava que aquells animals infectats amb la soca I
tenien major afectacio sistémica i major CV en sang periferica, que aquells infectats per la soca
II. A més, en aquells animals infectats per inoculacié dérmica per la soca II, la replicaci6 del
virus es focalitzava principalment a la pell i en adenopaties locals, a diferéncia dels infectats
per inoculacié dérmica per la soca I, on la infeccié generalitzava amb més freqiiéncia.!!” Pel
que fa als estudis de verola humana, tot i que és conegut que la verola es pot transmetre per via
respiratoria i produir lesions cutanies generalitzades, també és conegut que es pot transmetre
per inoculacid local dérmica, causant lesions cutanies localitzades o restringides a una
localitzacid corporal, amb lesions satel-lit al voltant del punt d’inoculaci6 i amb la possibilitat
de generalitzar-se posteriorment.'!'® Quan la infeccié es produeix per via respiratoria, el virus
passa dels bronquiols (dia 2), a les adenopaties regionals i al sistema reticuloendotelial (dia 4),
des d’on pot disseminar per la sang (dia 6) a diferents organs i1 acabar produint lesions cutanies
generalitzades (dia 8).'" Al segle XVIII, la inoculacid intencionada o variolaci6 era la forma
més comuna d’infeccid cutania localitzada i1 s’observaven lesions cutanies concentrades en el

punt d’inoculacié o al seu voltant.!'®

La variolacié s’aconseguia fent una incisié profunda a
través de la pell per inocular el virus. En 48 hores, es formava una petita papula que creixia
durant 2-3 dies. El 7¢ dia podien apar¢ixer lesions satel-lit, el 8¢ dia podia aparéixer dolor a
’aixella i els simptomes generals podien apareixer amb febre i cefalea el 9¢ dia; finalment podia
aparéixer o no una erupcié disseminada cap al 9¢ dia.!'® Per tant, depenent de la soca de MPXV
que causi la infeccio, tindra tropisme per determinats Organs i una major o menor viruléncia, 1

depenent de la via per la que es produeixi la infeccid, els pacients presentaran unes o altres

manifestacions ciniques.'%
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Manifestacions cliniques del brot de ’any 2022

Els pacients afectats durant el brot d’Mpox del 2022 presentaven canvis respecte a la clinica de
I’Mpox endémica. Historicament, els simptomes de ’Mpox endémica implicaven I’aparicid
d’una erupcié caracteristica de lesions multiples (des de 10 fins a 150) i monomorfes, en el
mateix estadi evolutiu, en forma de papules i plaques vesiculo-umbilicades i pseudo-pustuloses,
que afectaven a diverses regions del cos, com ara la cara, els bragos, les cames i, amb menys
freqiiéncia, els palmells, les plantes o els genitals.!® L’erupcié generalment anava precedida de
simptomes prodromics com ara febre, limfadenopaties i simptomes semblants a la grip. A

continuacio es descriuen en detall les manifestacions dels casos del brot de 2022.
Simptomes sistémics

Després d’un periode d’incubaci6 de 6-7 dies, més curt que el descrit en les formes endémiques
(12 dies), apareixen els simptomes sistémics i les lesions cutanies.!* Els simptomes sistémics
apareixen en el 88 % dels casos en forma de quadre pseudogripal: cefalea, odinofagia, febre,
artromialgies i asteénia. Fins al 48 % dels casos, la clinica sistémica o prodromica precedeix en
pocs dies I’aparicio de lesions cutanies.!!! S’han descrit diversos casos amb abséncia de

simptomes prodromics o poca intensitat dels mateixos en el brot de 2022.
Manifestacions cutanies i mucoses

Inicialment apareix 1’erupcidé localitzada o primaria, limitada en una regid corporal,
generalment a les zones genital, perianal o perioral, que sovint no es generalitza a altres parts
del cos, a diferéncia de la forma endémica. Les lesions son papules umbilicades, dures, de color
blanquinds, amb centre necrotic que s’ulcera. Poden ser lesions Uiniques, perd més sovint son
lesions multiples, 1 localitzades a la zona d’inoculacié. S’acompanyen d’edema perilesional,
dolor i adenopaties locoregionals palpables. A la mucosa oral poden observar-se aftes i a la
zona perioral lesions de caracteristiques similars a les de la zona genital (Figura 10A-B-C).!!3
La localitzaci6 de les lesions primaries s’ha vist que té relacio amb les practiques sexuals. S’ha
vist que els pacients que practicaven sexe anal receptiu, amb més freqliéncia presentaven
lesions perianals, periorals i proctitis, en comparacié amb els pacients que no practicaven sexe

anal receptiu.'!!
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Posteriorment, dies més tard, apareixen lesions cutanies a distancia, que poden afectar qualsevol
localitzacid corporal i poden ser pruriginoses. Aquestes lesions solen ser de menor mida, son
heterogenies entre elles 1 presenten diferents estadis evolutius: poden ser macules, papules,

113,103

vesicules, pustules i crostes. També s’han descrit exantemes maculopapulars en el 4-13 %

de les séries, %120

que solen afectar a tronc i arrel d’extremitats, a vegades abans de ’aparicid
d’altres lesions cutanies, i és important identificar-lo perque la seva preséncia pot confondre el
diagnostic inicial, especialment si I’exantema ha aparegut abans d’evidenciar altres lesions
cutanies més suggestives d’Mpox (Figura 10D-E). Les manifestacions cutanies solen tardar

entre 2-4 setmanes en epitelitzar.
Complicacions locals

S’han descrit diverses complicacions en el brot d’Mpox de 2022, algunes locals i altres de

sistémiques, essent algunes d’elles no préviament descrites en les formes endémiques.

Les séries descriuen que fins a un 4 % dels pacients presenta sobreinfeccid bacteriana de les
lesions cutanies, que cal tractar amb antibiotic /0 drenatge quirurgic en cas de presentar

abscessos cutanis.'?’

S’han detectat casos de proctitis en un 14-36 % dels casos de les séries, en forma de dolor
anorectal intens, tenesme rectal i secrecio purulenta o sagnat.!!2111:120 Aquests casos poden anar
associats 0 no a lesions ulcerades a la zona perianal i requereixen un important maneig del
dolor. Els pacients amb proctitis solen tenir I’antecedent d’haver practicat sexe anal receptiu 1
L1

presenten amb més freqiiéncia simptomes sistémics abans de desenvolupar lesions a la pel

Com a complicacié de la proctitis, s’han descrit casos de perforacio rectal.!?

Les faringitis ulceratives s’han descrit en un 10-21 % dels casos de les séries.!!!!12 Es
manifesten en forma de plaques purulentes ulcerades, a vegades unilaterals, acompanyades
d’adenopaties cervicals locals, odinofagia, febre i clinica sistémica. Presenten antecedents
d’haver realitzat sexe oral receptiu,!!! poden acompanyar-se de disfagia i comporten un risc de

compromis de la via a¢ria (Figura 10F).

En el 8-15 % dels casos s’ha descrit edema prepucial o edema del gland del penis que resulta

en parafimosi i pot suposar un risc d’obstrucci6 de la via urinaria.!!!-120
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En casos aillats s”han descrit lesions cutanies necrotiques localitzades, 1 fins al 13 % dels casos

s’han descrit cicatrius després de la curacio de les lesions cutanies.!?!

Figura 10. Imatges cliniques de pacients amb Mpox visitats en el brot 2022 a la Unitat d’ITS on

treballava la doctoranda durant la realitzacio de la tesi. A: papules i plaques umbilicades amb centre
necrotic en zona genital i pubis. B: papules i plaques umbilicades i amb centre ulcerat en zona
perianal. C: gran placa ulcerada amb centre necrotic i eritema perilesional en regio perioral dreta. D:
papules, vesicules i pustules umbilicades a tronc i extremitats. E: exantema maculopapular a tronc.
F: placa ulcerada purulenta a amigdala dreta en un pacient amb faringitis ulcerativa. Es disposa del

permis per a la publicacié d’aquestes imatges.
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Complicacions sistemiques

Amb menys freqiiéncia s’han descrit complicacions sistémiques, sobretot en el sistema nervios
1 oculars. També s han descrit lesions cutanies disseminades i casos de se€psies secundaries a la
sobreinfeccid d’aquestes. Menys sovint s’ha descrit afectacid pulmonar, miocarditis 1 tlceres

en el tracte gastrointestinal.'??

Les complicacions neurologiques es descriuen en menys d’un 3 % dels casos. Hi ha el dubte de
si son degudes a un dany viral neurologic directe o bé a una resposta immunomediada al virus.

Les complicacions més freqiients son: les convulsions, la confusio i I’encefalitis.!??

Les complicacions oculars en aquest brot s’han descrit fins a 1’1 % dels casos; han resultat ser
menys freqlients que en brots previs. També existeixen dubtes de si son secundaries a la
disseminacio viral sistémica o bé a un procés d’autoinoculacié. Hi ha diverses manifestacions
descrites, algunes de menys greus, com la blefaroconjuntivitis, o bé d’altres de més greus, com

la queratitis, que pot conduir a una pérdua de visié permanent.'?*

S’han descrit manifestacions cutanies greus en pacients amb infeccié pel VIH i la SIDA.!%
Aquests casos poden presentar multiples ulceres, amb centre necrotic, important inflamacié
perilesional i poden afectar qualsevol part del cos de forma disseminada. Les lesions en
localitzacions genitals i facials suposen una important limitacidé funcional pel pacient. Les
lesions en aquests pacients tarden molt a epitelitzar i amb freqiiéncia se sobreinfecten causant
un pronostic fatal. Alguns d’aquests pacients també poden presentar afectacid pulmonar en
forma de noduls bilaterals, perivasculars 1 difusos o bé una afectacié pulmonar amb patrd
intersticial. Els pacients amb SIDA que presenten més complicacions son els pacients amb CD4
inferiors a 100 cél-lules/mm?3.!126 T dins del grup d’individus amb CD4 inferiors a 100
cél-lules/mm?, la mortalitat s’ha vist que és més elevada en aquells individus amb carregues
virals elevades (>4logio copies/ml). S’ha descrit una taxa de mortalitat de fins al 15 % en

aquesta poblacio.!?¢

Per altra banda, s’han descrit ITS concomitants en pacients amb Mpox en el 17-70 % dels

111,113

pacients en diferents series. Per tant, és important realitzar sempre un cribratge d’altres

ITS en el moment del diagnostic d’un cas d’Mpox.
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Estudis moleculars

El diagnostic de I’Mpox es basa en la detecci6 d'ADN viral mitjangant una PCR,'?’
preferentment de les lesions cutanies, ja que son les més accessibles i la manifestaci6 clinica

més caracteristica de la infeccid.!28

Durant el brot d’Mpox de 2022, s’ha pogut detectar el virus en diferents localitzacions
corporals, incloses mostres de lesions cutanies, sang, saliva, faringe, orina, femta i semen.'?
Son diversos els estudis que mostren que en les lesions cutanies és on es troba una major CV
del MPXYV (Figura 11).!'1:13% Pel que fa al seguiment viroldgic seriat, realitzat en un nombre
reduit de persones, s’observa que l'eliminacié viral és prolongada durant almenys 2-3
setmanes.’®!3! No obstant aix0, la freqiiéncia i la durada amb qué es troba I'ADN viral i el virus
viable a cada localitzacié corporal i la contribucié relativa que cadascun d’ells té per la

transmissio de I’Mpox no esta clara.

Hi ha diversos estudis sobre dinamica viral del MPXV, pero amb petites mides mostrals, presa
de mostres de forma inconsistent i durant periodes de seguiment breus. A més, la major part
dels estudis fan servir la PCR per quantificar la preséncia de virus i molt pocs estudis realitzen
cultius virals, ja que requereixen condicions de bioseguretat oportunes (Taula 3). La qPCR s’ha
utilitzat per mesurar les CV en mostres de diferents localitzacions i el cultiu viral per confirmar
la seva viabilitat. Tot i que cap dels dos parametres no es correlacionen directament amb la
infectivitat del MPXV, poden ser indicadors d’aquesta . La CV del MPXV s’expressa a través
del valor Ct de la qPCR, que indica el nombre de cicles de PCR que es necessiten per obtenir
un resultat positiu. El Ct és inversament proporcional a la quantitat d’ADN viral. Generalment,
un Ct menor indica una CV major, ja que hi ha una major quantitat d’ADN en la mostra i calen

menys cicles de PCR per detectar-lo.
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Figura 11. Carrega viral (CV) del MPXV en diferents mostres de diferents localitzacions corporals.
S’indiquen els virus viables detectats (punts vermells), els virus no viables detectats (punts blaus) i dels
que no es va estudiar la viabilitat (punts negres). La CV s’expressa amb valors Ct. L’altura de les caixes
indica els rangs interquartilics (RIC). La linia del centre de cada caixa indica la mediana i els extrems
de cadascuna indiquen el Ct minim i el Ct maxim de cada mostra. El triangle blanc indica el valor Ct
mig a cada localitzacio. Dintre del requadre vermell s’indica la CV de les mostres d’exsudat cutani
(caixa blava) i a continuacio es diferencien les CV d’exsudat cutani en funcio de si es tracta de pacients

infectats pel VIH (caixa lila) i pacients no infectats (caixa groga).'*’
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Taula 3. Seleccio d’estudis sobre la dinamica viral del MPXYV [revisats fins al gener de 2024].

Estudi Inclusié Mida Poblacio Mostres preses Mesura | Seguiment Resultats
mostra
Palich et al. 2023'** 2022 50 dia0 | Ambulatoris (Franga) 356 (pell, anal, faringe, sang, PCR 14 dies Disminuci6é CV a dia 14. Major CV
24 dia 14 orina, semen) a pell i anus.
Adler et al. 2022% 2018-2021 7 Hospitalitzats (Regne Unit) | 165 (sang, orina, pell, faringe) PCR 27-77 dies | Eliminacio viral fins a 22-39 dies.
Pittman et al. | 2007-2011 216 RDC (Soca I) Pell, sang, faringe PCR 75 dies Major CV a pell. PCR positiva a
2022'% faringe i sang abans de I’exantema.
Peir6-Mestres et al. 2022 12 Ambulatoris (Espanya) 147 (pell, saliva, recte, faringe, PCR 4-16 dies | Major CV a pell.
2022'% semen, orina, femta)
Relhan et  al. 2022 5 Ambulatoris (India) 172 (faringe, sang, sérum, pell, PCR 24 dies Major CV a pell. PCR positives fins
2022"! orina) a dia 24.
Norz et al. 2022 2022 16 5 hospitalitzats, 11 | 65 (pell, orofaringe, sang) PCR 20 dies | Major CV pell. Un total de 2/5 (40
ambulatoris (Alemanya) Cultiu %) cultius positius (cutanis).
Lim et al. 2023"** 2022 70 Ambulatoris (Australia) 144 (pell, faringe, anal, sang, | PCR 7 dies Major CV a pell. Un total de 80/94
orina) Cultiu (85 %) cultius positius (Ct 16-36).
Paran et al. 2022"%° 2022 32 Ambulatoris (Israel) 43 (faringe, pell, recte) PCR - Amb Ct >35 els cultius eren negatius
Cultiu i indiquen no infectivitat del virus.
Lapa et al. 2022"’ 2022 1 Ambulatoris (Italia) 33 (pell, plasma, orina, semen) PCR 19 dies | Semen PCR positiva fins a dia 19.
Cultiu Semen amb cultiu positiu a dia 6.
Colavita et al. 2022 3 Ambulatoris (Italia) 138 (faringe, orina, plasma, PCR 19 dies 4/17 (23,5 %) cultius virals positius,
2023"3# semen, saliva, femta) Cultiu essent 1/5 (20 %) positius de semen.

Llegenda Taula 3. CV: Carrega Viral; RDC: Reptblica Democratica del Congo.
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Un estudi frances dut a terme durant el brot de 2022 (soca IIb) va incloure mostres de 50
pacients i de 24 pacients després de 14 dies de seguiment, i observaven una reduccié evident
de les mostres positives a dia 14, en comparacié amb les mostres basals. Tot i aixi, I’estudi
prenia mostres només en 2 moments de ’evolucié de la infeccid i en cap d’ells es realitzava
cultiu viral.!* Un altre estudi de 7 pacients hospitalitzats amb I’Mpox al Regne Unit mostrava
una eliminaci6 viral prolongada (22-39 dies) en diferents mostres (sang, orina, pell i faringe),
pero la principal limitacid era la petita mida mostral, que els pacients tenien malaltia greu que
va requerir ingrés hospitalari i tampoc no realitzaven cultius virals.”® Un estudi de RDC de
pacients infectats per la soca I mostrava CV més elevades a la pell que en altres localitzacions,
i que el virus es podia detectar a la sang i a la faringe abans de I’aparicio de I’exantema.'3 Cal
tenir en compte que els pacients d’aquest estudi estaven infectats per la soca I i tampoc mostren
dades de cultius virals. Un estudi catala dut a terme també durant el brot de 2022 va incloure
mostres de 12 pacients i observava que les mostres d’exsudat cutani tenien majors CV que en
altres localitzacions; tot i aixi, la col-leccid de mostres s’havia dut a terme de forma irregular
entre els dies 4-16 de la infeccid i tampoc no hi havia informaci6 sobre cultius virals.!?® Un
estudi de 5 pacients ambulatoris amb I’Mpox a Nova Delhi mostrava una eliminaci6 viral també
prolongada fins a dia 24 des de I’inici dels simptomes, pero seguia sent un estudi amb una petita
mostra i sense correlacionar-ho amb cultius virals.!*! Un estudi amb 65 mostres de 16 pacients
amb Mpox (5 ingressats 1 11 ambulatoris) a Alemanya durant el brot de 2022 evidenciava que
la major CV es trobava en lesions cutanies, que I’eliminacid viral era prolongada (3 setmanes)
i només 2 cultius virals de lesions cutanies van ser positius.!3* Tot i aixi, la col-leccié de mostres
s’havia dut a terme de forma irregular i no s’havien realitzat cultius de tots els pacients. Un
estudi australia que analitzava 144 mostres de 70 pacients amb Mpox avaluaven les CV de
diferents mostres cliniques (pell, faringe, sang, orina i recte) i ho correlacionaven amb el
creixement en cultius cel-lulars; observaven que la major CV era en les mostres d’exsudats
cutanis i que en 80/94 (85 %) dels casos els cultius eren positius en diferents localitzacions i
corresponien a CV amb Ct entre 16-36.*5 Un estudi amb 43 mostres d’Israel intentava
correlacionar la CV amb la capacitat infectiva del virus i observaven que, amb Ct >35, els
cultius virals resultaven negatius i que probablement aquest valor es traduia en una infectivitat

nul-la.!3¢

Per tal d’arribar a conclusions més solides sobre la dinamica viral del MPXYV calen estudis amb

majors mides mostrals, amb preses de mostres de forma més regular i consistent, durant
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periodes llargs de seguiments i amb dades de cultius virals de diferents mostres per

correlacionar les CV amb la probable infectivitat del virus.

Prevenci6 i control

Per tal de controlar el brot de 2022 amb el proposit d’aturar I’epidémia en diversos paisos
interrompent la transmissié de persona a persona, protegint els grups vulnerables amb risc de
patir una malaltia greu d’Mpox 1 minimitzant la transmissio zoonotica del MPXV, les autoritats
sanitaries van utilitzat diverses estrategies: la identificaci6 1 I’aillament dels casos amb Mpox,

el rastreig de contactes 1 la vacunacio.

Com s’ha comentat, el nombre de casos d’Mpox fora de les arees endémiques havia estat molt
limitat 1, per tant, existien poques dades en el context europeu per tal d’orientar la presa de
decisions sobre la durada de 1'aillament, un fet fonamental per a la gesti6 dels brots epidémics.
En abséncia de suficient evidencia de qualitat, les mesures de prevencio i1 de control del brot de
2022 van consistir, en primer lloc, en ’aillament respiratori dels pacients amb Mpox utilitzant
mascareta quirdrgica i minimitzant el contacte amb altres persones, evitant també el contacte
fisic 1 les relacions sexuals fins que totes les crostes de les lesions cutanies haguessin caigut i
la pell de sota hagués epitelitzat, cosa que podria tardar fins a 3 setmanes. També, en abséncia
de dades sobre el risc de persistencia del virus en el semen al llarg del temps, 'OMS va
recomanar la utilitzaci6 del preservatiu durant qualsevol relacié sexual fins a 12 setmanes
després de la infeccio.!* Son diversos els estudis que han detectat ADN del MPXV en semen!!?
i alguns la seva positivitat en cultius virals.!*”-!38 Tot i aixi, no hi ha prou evidéncia disponible
per afirmar la infecciositat del virus a través del semen. Cal tenir en compte que altres virus,
quan causen virémia, es poden trobar al semen ja que les barreres hematotesticulars permeten
la circulaci6 de virus a través d’aquestes. Tot 1 aixi, no hi ha evidéncia que tots els virus es

puguin replicar dins I’aparell reproductor ni transmetre per via sexual.!4?

La segona mesura de control del brot de 2022 va consistir en fer el rastreig dels contactes.
Davant de qualsevol cas, s’havia d’iniciar la cerca i identificacié dels seus contactes estrets.
Se’ls havia d’informar dels simptomes d’Mpox i calia que realitzessin un control de temperatura
i simptomes fins a 21 dies després del darrer contacte amb el cas, reduint les interaccions socials

i evitant les relacions sexuals amb altres persones.!'4!-142
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En tercer lloc, es va iniciar la vacunacio d’aquelles persones no vacunades préviament i que no
haguessin passat la infeccio. Historicament, s'ha demostrat que la vacunaci6 contra la verola

143 La vacuna utilitzada actualment és una

humana ofereix proteccid creuada contra I’Mpox.
vacuna de tercera generaci6 que inclou una forma modificada de virus no replicant, que no pot
provocar la malaltia. La pauta de vacunaci6 és de dues dosis de vacuna separades per un minim
de 28 dies. En situacions d’escassetat en el nombre de dosis, se’n va autoritzar I’administracio
de forma fraccionada prioritzant 1’administracié subcutania (0,5ml) per a persones de risc i
administrant la vacuna per via intradeérmica (0,1 ml) a la resta de poblacio, beneficiant-se de la
major reactogenicitat que proporciona la via intradérmica en comparacioé amb la via subcutania.
Actualment es recomana la vacunacid preexposicid en persones que mantenen practiques
sexuals de risc i en aquelles amb risc ocupacional, i la vacunaci6 postexposicid als contactes
estrets que no hagin passat la malaltia i a les persones amb risc de patir malaltia greu (persones

menors de 18 anys, embarassades i immunodeprimits) dins dels 4 dies posteriors a 1’exposicid

(i fins als 14 dies en cas d’abséncia de simptomes).'#*

Justificacio de ’estudi

El brot d’Mpox de I’any 2022 va representar un gran repte clinic i de salut publica. Per aixo cal
entendre millor com es transmet el MPXV i com i1 quan s'elimina de cada localitzaci6 corporal,
per tal de prendre la millor decisié sobre la gestid del pacient. Aixo hauria de contribuir a
adoptar millors directrius per al maneig dels casos, el seu aillament i les precaucions que cal
prendre després de la recuperacio. Per tant, s’ha volgut caracteritzar la cinetica viral del MPXV
al llarg del temps en diverses localitzacions corporals, combinant dades de qPCR, per calcular
la CV, i de cultius virals, per avaluar la preséncia de virus replicants en les mostres recollides,

1 d’aquesta manera, avaluar la infecciositat del MPXV en cada localitzaci6 corporal.
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Hipotesis

En aquesta tesi es plantegen les segiients hipotesis en relacid a la millora del cribratge, el

diagnostic, la prevencio i el tractament de les ITS ulceratives com la sifilis 1 I’Mpox.

1. Hipotesi sobre la sifilis

L’eficacia del linezolid oral (600 mg cada 24 hores durant 5 dies) no ¢és inferior a la PGB
intramuscular (2,4 MU, dosi tGnica) per aconseguir la curaci6 clinica, serologica i molecular de

la sifilis precog.

Aquesta hipotesi sera abordada en el primer article.

2. Hipotesis sobre I’Mpox
2a) L'automostreig és una estrategia fiable per a diagnosticar I’Mpox.
Aquesta hipotesi sera abordada en el segon article.

2b) La CV del MPXV i el temps fins a I’eliminacié del seu ADN son superiors en lesions
cutanies comparat amb altres localitzacions corporals (recte, faringe, sang, secrecions

vaginals/semen).

Aquesta hipotesi sera abordada en el tercer article.
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Objectius

Objectiu general
L’objectiu general d’aquesta tesi és la recerca de noves estratégies terapeutiques 1 diagnostiques
de dues ITS ulceratives de creixent incidéncia: la sifilis 1 I’'Mpox. Aquest objectiu es pot

desglossar en els segiients objectius especifics:

1. Obijectius per a la sifilis

Objectiu principal: avaluar la no-inferioritat del tractament amb linezolid oral (600 mg cada 24

hores durant 5 dies) comparat amb el tractament estandard amb PGB intramuscular (2,4 MUI,

dosi unica) per aconseguir la curacid de la sifilis precog.

Objectiu secundari: avaluar la seguretat del tractament amb linezolid oral (600 mg cada 24

hores durant 5 dies) en comparacié amb el tractament estandard amb PGB intramuscular (2,4

MUI, dosi tnica) per aconseguir la curacid de la sifilis precog.

2. Objectius per a I’Mpox

Objectius principals:

- Avaluar I’exactitud diagnostica de les mostres autorecollides pels pacients en comparacio
amb les mostres recollides pels professionals sanitaris per a diagnosticar I’Mpox.

- Avaluar la dinamica viral (CV 1 temps fins a I’eliminacio de ’ADN) en diferents moments
de la infeccié 1 diverses localitzacions corporals: lesions cutanies, recte, faringe,

semen/secrecions vaginals i sang.

Objectius secundaris:

- Comparar els valors Ct entre les mostres preses pels professionals sanitaris i les mostres
autopreses pels pacients.

- Descriure la preséncia de virus amb capacitat de replicacid a través de cultius virals en un
subgrup de pacients (incloent-hi mostres de diferents localitzacions corporals i de diferents

moments de la infeccio).
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Material, metodes i resultats

Estudi 1

Oral linezolid compared with benzathine penicillin G for treatment of early syphilis in
adults (Trep-AB Study) in Spain: a prospective, open-label, non-inferiority, randomised

controlled trial

M. Ubals, P. Nadal-Baron*, M. Arando*, A. Rivero, A. Mendoza, V. Descalzo- Jorro, D.
Ouchi, C. Pérez- Maiia, M. Alvarez, A. Alemany, Y. Hoyos-Mallecot, E. Nunley, N.A.P.
Lieberman, A.L. Greninger, C. Galvan-Casas, C. Suiier, C. G-Beiras, R. Paredes, Prof. A.
Rodriguez-Gascon, A. Canut, Prof. V. Garcia-Patos, Prof. M. Farré, M. Marks, L. Giacani, M.
Vall-Mayans** and O. Mitja**.
Lancet Infect Dis. Apr 2024; 24(4):404-416. Epub 8 Jan 2024.
Factor d’Impacte 56,3/ Quartil 1.

Resum:

Introduccio

El maneig de la sifilis, una infecci6 de transmissidé sexual (ITS) amb una incidéncia en
creixement, es veu desafiada per l'escassetat de penicil-lina, la manca de dades d'assaigs
aleatoritzats, 'absencia d'alternatives a la penicil-lina per a dones embarassades al-lérgiques
(diferents a la desensibilitzacid), I'administracié parenteral necessaria per a la neurosifilis i la
sifilis congenita, i la resisténcia als macrolids. S’ha demostrat que el linezolid és eficac contra
el Treponema pallidum (T.p.), l'agent causant de la sifilis, in vitro i en el model en conill. Assolit

aquest nivell d’evidéncia preclinica, cal investigar la seva eficacia en humans amb sifilis.
Metodes

Hem realitzat un assaig aleatoritzat, multicéntric, obert, de no-inferioritat, per avaluar I'eficacia
del linezolid per tractar la sifilis precog¢ en comparacié amb la penicil-lina G benzatina (PGB).
Hem reclutat participants amb confirmacié serologica o molecular de sifilis (primaria,

secundaria o latent precog) en tres cliniques d'ITS de Catalunya (Espanya). Els participants van
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ser assignats aleatoriament 1:1, utilitzant una llista d'aleatoritzacié per blocs generada per
I’ordinador, amb 6 participants per bloc, a rebre linezolid oral (600 mg cada 24 hores durant 5
dies) o PGB intramuscular (dosi tUnica de 2,4 MUI). Es van avaluar els signes i simptomes
(setmanalment fins a la setmana 6 1 a les setmanes 12, 24 1 48) i els titols sanguinis d'anticossos
no-treponemics (a les setmanes 12, 24 1 48). L'objectiu principal va ser la resposta al tractament,
avaluada mitjangant un criteri compost que incloia la curaci6 clinica, la serologica i ’abséncia
de recaiguda. La curaci6 clinica es va avaluar a les 2 setmanes per a la sifilis primaria i a les 6
setmanes per a la sifilis secundaria després de I'inici del tractament. La curaci6 serologica es va
definir com una disminucié de quatre vegades en el titol RPR o la seroreversidé durant el
seguiment (a les 12, 24 o 48 setmanes). L'abséncia de recaiguda es va definir com la preséncia
de diferents tipus de seqiiéncies moleculars de T.p. en I’episodi de sifilis recurrent. Es mostraria
no-inferioritat si el limit inferior de I’interval de confianga del 95 % (IC95%) bilateral per a la
diferéncia era superior al -10 %. L'analisi principal es va fer en la poblaci6 per protocol. L'assaig
esta registrat a clinicaltrials.gov (NCT05069974) i es va aturar per inutilitat del linezolid

després d'una analisi intermédia.
Resultats

Entre el 20 d'octubre de 2021 i el 15 de setembre de 2022, 62 pacients van ser avaluats per a
elegibilitat i 59 d'ells van ser aleatoritzats al grup linezolid (n = 29) o al grup PGB (n = 30). A
la poblacid per protocol, després de 48 setmanes de seguiment, 19 de 27 (70,4 %; 1C95% 49,8
a 86,2) participants del grup linezolid havien respost al tractament i 28 de 28 (100 %; IC95%
87,7 a 100) en el grup PGB (diferéncia de tractament -29,6 %; 1C95% -50,5 a -8,8), i no es
complia el criteri de no-inferioritat establert. El nombre d'esdeveniments adversos relacionats
amb els farmacs (tots lleus o moderats) va ser similar en ambdos grups de tractament (5 de 29
[17,2 %; IC95% 5,8 a 35,8] en el grup de linezolid vs. 5 de 30 [16,6 %; IC95% 5,6 a 34,7] en

el grup PGB). No es van reportar esdeveniments adversos greus durant el seguiment.
Conclusio

L'eficacia del linezolid a una dosi diaria de 600 mg durant 5 dies no va complir el criteri de no-
inferioritat en comparacié amb la PGB 1, per tant, aquest régim de tractament no s'ha d'utilitzar

per tractar pacients amb sifilis precog.
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Oral linezolid compared with benzathine penicillin G for
treatment of early syphilis in adults (Trep-AB Study) in
Spain: a prospective, open-label, non-inferiority,
randomised controlled trial

Maria Ubals, Patricia Nadal-Baron*, Maider Arando*, Angel Rivero, Adria Mendoza, Vicent Descalzo Jorro, Dan Ouchi, Clara Pérez-Maiid,
Marlene Alvarez, Andrea Alemany, Yannick Hoyos-Mallecot, Ethan Nunley, Nicole A P Lieberman, Alexander L Greninger, Cristina Galvdn-Casas,
Clara Sufier, Camila G-Beiras, Roger Paredes, Alicia Rodriguez-Gascén, Andrés Canut, Vicente Garcia-Patos, Magi Farré, Michael Marks,

Lorenzo Giacani, Marti Vall-Mayanst, Oriol Mitjat

Summary

Background Management of syphilis, a sexually transmitted infection (STI) with increasing incidence, is challenged
by drug shortages, scarcity of randomised trial data, an absence of non-penicillin alternatives for pregnant women
with penicillin allergy (other than desensitisation), extended parenteral administration for neurosyphilis and
congenital syphilis, and macrolide resistance. Linezolid was shown to be active against Treponema pallidum, the
causative agent of syphilis, in vitro and in the rabbit model. We aimed to assess the efficacy of linezolid for treating
early syphilis in adults compared with the standard of care benzathine penicillin G (BPG).

Methods We did a multicentre, open-label, non-inferiority, randomised controlled trial to assess the efficacy of
linezolid for treating early syphilis compared with BPG. We recruited participants with serological or molecular
confirmation of syphilis (either primary, secondary, or early latent) at one STI unit in a public hospital and two STI
community clinics in Catalonia (Spain). Participants were randomly allocated in a 1:1 ratio using a computer-
generated block randomisation list with six participants per block, to receive either oral linezolid (600 mg once per
day for 5 days) or intramuscular BPG (single dose of 2-4 million international units) and were assessed for signs
and symptoms (once per week until week 6 and at week 12, week 24, and week 48) and reagin titres of non-
treponemal antibodies (week 12, week 24, and week 48). The primary endpoint was treatment response, assessed
using a composite endpoint that included clinical response, serological response, and absence of relapse. Clinical
response was assessed at 2 weeks for primary syphilis and at 6 weeks for secondary syphilis following treatment
initiation. Serological cure was defined as a four-fold decline in rapid plasma reagin titre or seroreversion at any of
the 12-week, 24-week, or 48-week timepoints. The absence of relapse was defined as the presence of different
molecular sequence types of T pallidum in recurrent syphilis. Non-inferiority was shown if the lower limit of the
two-sided 95% CI for the difference in rates of treatment response was higher than —10%. The primary analysis was
done in the per-protocol population. The trial is registered at ClinicalTrials.gov (NCT05069974) and was stopped for
futility after interim analysis.

Findings Between Oct 20, 2021, and Sept 15, 2022, 62 patients were assessed for eligibility, and 59 were randomly
assigned to linezolid (n=29) or BPG (n=30). In the per-protocol population, after 48 weeks’ follow-up, 19 (70%) of
27 participants (95% CI 49-8 to 86-2) in the linezolid group had responded to treatment and 28 (100%) of
28 participants (87-7 to 100-0) in the BPG group (treatment difference -29-6, 95% CI -50-5 to —8-8), which did not
meet the non-inferiority criterion. The number of drug-related adverse events (all mild or moderate) was similar in
both treatment groups (five [17%)] of 29, 95% CI 5-8 to 35-8 in the linezolid group vs five [17%] of 30, 5-6 to 34-7, in
the BPG group). No serious adverse events were reported during follow-up.

Interpretation The efficacy of linezolid at a daily dose of 600 mg for 5 days did not meet the non-inferiority criteria
compared with BPG and, as a result, this treatment regimen should not be used to treat patients with early syphilis.

Funding European Research Council and Fondo de Investigaciones Sanitarias.

Copyright © 2024 The Author(s). Published by Elsevier Ltd. This is an Open Access article under the CC BY-NC-ND
4.0 license.

Introduction
Syphilis is a sexually transmitted infection (STI) caused
by Treponema pallidum subspecies pallidum that affects

more than 50 million people worldwide. The incidence
of syphilis has increased markedly in Europe and high-
income countries since 2000, with the highest rise
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Research in context

Evidence before this study

OnJuly 1, 2023, we searched PubMed from inception for articles
containing the terms “randomized controlled trial” or “phase
11" and either “syphilis” or “T pallidum” in the title or abstract.
Our search retrieved 61 results since 1987, most of which
investigated the effectiveness of screening strategies and other
public health interventions. We found five trials investigating
the efficacy of azithromycin, ceftriaxone, and enhanced
regimens of benzathine penicillin G (BPG), one pilot
randomised controlled trial (RCT) on cefixime, one pilot RCT on
amoxicillin (with or without probenecid), and observational
studies on doxycycline. Early trials had demonstrated the
efficacy of azithromycin, but a high prevalence of macrolide
resistance (ranging from 67% to 100%) was reported in
specimens from several studies globally between 2004 and
2020. Ceftriaxone showed efficacy similar to BPG in early
syphilis, with limited evidence in neurosyphilis, but required a
prolonged course of intramuscular or intravenous
administrations. Preliminary studies investigating 10-day
treatment with cefixime showed positive results, but no

phase 3 trials have confirmed efficacy. Non-randomised
observational studies on doxycycline suggested the
effectiveness of this drug against syphilis, but evidence on
neurosyphilis remains scarce. We found no studies investigating
the clinical efficacy of linezolid (or any other oxazolidinone) for
treating syphilis.

Added value of this study

Our study is one of the few RCTs investigating syphilis in the
past two decades, and marks a pioneering milestone because,
to the best of our knowledge, it is the first RCT to assess clinical
efficacy of agents that are not B-lactams or macrolides in the
treatment of syphilis. We used state-of-the-art molecular

observed among men who have sex with men.' Systemic
dissemination of T pallidum can lead to neurosyphilis
through invasion of the CNS, whereas in pregnant
women, mother-to-child transmission can cause fetal
loss, stillbirth, and congenital infection in newborns
resulting in long term sequelae.”?

The first-line therapy for early syphilis remains
penicillin administered intramuscularly as a single dose
of benzathine penicillin G (BPG),* whereas the recom-
mended treatment of neurosyphilis, ocular syphilis,
otosyphilis, and congenital syphilis*is aqueous crystalline
penicillin (intravenously every 4 h) or procaine
penicillin G (intramuscularly once per day) for 10-14 days.
The current management of syphilis has several notable
challenges. First, BPG supply has been hampered by
periodic and prolonged shortages in numerous countries,
including high-income, low-income, and middle-income
countries.”” According to a survey by WHO in 2015, the
inability to treat pregnant women during the period of
shortages contributed to more than half a million

www.thelancet.com/infection Vol 24 April 2024

technology to define cure endpoints allowing differentiation of
reinfection (with a different T pallidum type) and relapse (with
the same type). This approach is clinically relevant because the
relapse of the same infection suggests that the treatment
might not have completely cured the initial infection of the
individual. By contrast, reinfection can occur even when the
treatment has successfully cured the initial infection, but the
patient is re-exposed to the pathogen. Our approach can serve
as a new model for future trials on syphilis, setting a higher
standard for research in this field. We provide the first in-vivo
RCT data on the efficacy of linezolid in treating early syphilis.
Linezolid, an oxazolidinone with high tissue penetration, had
previously shown activity against T pallidum in vitro and in the
rabbit model. In the current trial, treatment with 600 mg of
linezolid once per day resulted in a cure rate of 70% among
patients with early syphilis and did not meet the pre-
established non-inferiority criteria for efficacy when compared
with the 100% cure rate with BPG. In our trial, at least three
patients had relapses confirmed via molecular testing.

Implications of all the available evidence

Current evidence consistently highlights the need for including
new antibiotics in the therapeutic repertoire of syphilis,
particularly for neurosyphilis, neonatal syphilis, and syphilis in
pregnant women. Preclinical in-vitro evidence and evidence in
the rabbit model support the use of linezolid as a therapeutic
agent for T pallidum infections. However, our trial in non-
pregnant adults with early syphilis was discontinued early
because the observed results with linezolid at a dose of 600 mg
per day for 5 days were not non-inferior to BPG, indicating that
this regimen should not be considered for the treatment of
early syphilis. A longer and higher dose regimen (eg, linezolid
600 mg twice per day for 10 days) should be explored.

estimated congenital syphilis cases.”® Second, penicillin
allergy is reported by 5-10% of pregnant people,’ and the
alternative treatment option, doxycycline, cannot be
given during pregnancy because of potential terato-
genicity. Therefore, penicillin desensitisation is required
in this context.*” Finally, treating neurosyphilis*® and
congenital syphilis’ requires a lengthy intensive
intravenous course, which can be stressful for patients,
resulting in high bed occupancy and costly hospital
admission, which can result in poor adherence, and
which might be unfeasible, particularly in low-resource
settings.

Few antibiotics have been evaluated in randomised
controlled trials (RCTs) for the treatment of early
syphilis." Azithromycin was shown to be effective in two
RCTs™" but is no longer a suitable treatment for syphilis
because of the high prevalence of resistant strains."*
Ceftriaxone has shown efficacy in clinical trials of early
syphilis,” but the antibiotic requires intramuscular or
intravenous administration once per day for 10 days and
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See Online for appendix

has not demonstrated robust efficacy in treating
neurosyphilis.” Pilot studies on oral amoxicillin (with or
without probenecid)” and cefixime®” have been done,
but conclusive results with larger sample sizes and
broader populations are pending, and achieving
sufficient concentrations of oral -lactams in the CNS
seems uncertain. Doxycycline appears to be as effective
as BPG for early syphilis in observational studies,
showing good results in people living with HIV,”* and is
recommended as a second-line option for early syphilis,
but data are very scarce for neurosyphilis.* All of these
challenges highlight the need for expanding the
therapeutic repertoire available for the treatment of
syphilis.*

An in-vitro model for culturing T pallidum was
established in 2018 and paved the way for exploring the
anti-treponemal activity of various antibiotic families
and potentially repurposing compounds for syphilis
treatment.” Several antibiotics have now been demon-
strated to have activity in the in-vitro model.”**” Notably,
linezolid (a patent-free, low-cost oxazolidinone)
exhibited bactericidal activity at concentrations
achievable at the site of infection using currently
approved regimens,®” and was demonstrated to
successfully cure syphilis in the rabbit model.®
Moreover, linezolid has the potential to treat systemic
infections, including those affecting the CNS because of
its high blood-brain barrier penetration and excellent
oral bioavailability. The characteristics of linezolid could
enable a fully oral treatment course for adult patients
with neurosyphilis. We assessed the efficacy of linezolid
for treating early syphilis in adults compared with the
standard of care BPG.

Methods

Study design and participants

We did a multicentre, prospective, open-label, non-
inferiority, RCT (The Trep-AB Study) at one STI unitin a
public hospital and two STI community clinics in
Catalonia (northeast Spain). Two of the three recruiting
centres primarily serve men who have sex with men and
transgender women, whereas the other centre serves
both genders, albeit with a higher male attendance. This
is because in Spain, sexual and reproductive health care
for women is typically managed by gynaecologists, rather
than STI clinics. All patients diagnosed with early
syphilis were assessed for possible inclusion in the study.
Eligible patient were adult individuals aged 18 years or
older who met the International Union Against STIs
Treatment Guidelines criteria for primary, secondary, or
early-latent syphilis (full list available in the appendix p 2).*
Primary and secondary syphilis typically have distinct
clinical features; however, in instances in which patients
exhibited both primary and secondary syphilis symptoms
concurrently, they were categorised as having secondary
syphilis. Participants with primary syphilis and a positive
quantitative PCR (qPCR) test for T pallidum were

included, regardless of their baseline serological test
results for syphilis. Participants with secondary and
early-latent syphilis with positive results on both
treponemal and non-treponemal serological tests were
also included in the study, regardless of their qPCR
result. The main exclusion criteria were a known allergy
to investigational medicinal products, patients who met
diagnostic criteria for symptomatic neurosyphilis,
concurrent use of drugs with potential interactions,
previous treatment for early syphilis within the past
6 months, antibiotic treatment potentially active against
T pallidum in the past week (ie, B-lactams, macrolides, or
tetracyclines), pregnancy, and concomitant symptomatic
STIs. The complete list of selection criteria is provided in
the appendix (p 2).

The study protocol was approved by the ethics
committee of the Hospital Universitari Germans Trias i
Pujol (Badalona, Spain; registration number AC-21-016-
HGT-CEIM) and by the Spanish Agency of Medicines
and Medical Devices (Madrid, Spain; registration number
EudraCT 2020-005604-19). Ethical evaluations were also
done by the European Research Council Ethical Board
(Brussels, Belgium; registration number 850450, Trep-
AB). All participants provided written informed consent
before enrolment. The study was done according to the
principles for medical research involving human
participants of the World Medical Association
(Declaration of Helsinki) and Good Clinical Practice
guidelines (ICH E6). All data generated in this trial were
handled according to the General Data Protection
Regulation 2016/679 on data protection and privacy for
all individuals within the EU. The trial is registered at
ClinicalTrials.gov (NCT05069974).

Randomisation and masking

Randomisation was done in a 1:1 ratio using a computer-
generated block-randomisation list with six participants
per block without stratification by recruiting centre.
Allocation was concealed from investigators using the
study electronic case report form in REDCap, which
revealed the allocation after the study investigator had
decided to enrol a patient. Laboratory technicians and
statisticians were unaware of the treatment allocation
and treatment response of the participant throughout the
study. Masking the treatment allocation from patients
was not possible because of the different dosing,
treatment duration, and administration routes of the
investigational products. Participants randomly assigned
to the intervention group received linezolid, administered
orally at a dose of 600 mg once per day for 5 days.
Participants randomly assigned to the control group
received BPG, administered intramuscularly as a single
dose of 2-4 million international units (MIU).

Procedures

Linezolid is a well known antimicrobial approved for the
treatment of susceptible Gram-positive infections at a
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standard dose of 600 mg per 12 h for 10-14 days.”
Moreover, linezolid 600 mg per 24 h has been used off
label to treat multidrug-resistant tuberculosis.” We
adopted a drug-repurposing strategy for our clinical trial.
The selected dose and frequency of linezolid (600 mg per
24 h) was determined through simulations of drug
concentrations over the dosing period, on the basis of an
area under the concentration-time curve for the free drug
over a 24 h period (fAUC24h) of 64-0 pg-h/mL, and a
minimum inhibitory concentration (MIC) of 0- 5 mg/L.2*
The pharmacokinetic—pharmacodynamic target was the
fAUC24h:MIC ratio of at least 100, which has been
shown to predict clinical efficacy for other bacterial
infections.” In our simulations (appendix p 3), linezolid
concentrations reached a fAUC24h:MIC ratio of 128-0,
exceeding 100.

The selected treatment duration of 5 days was based on
the concept that a cure for the infection can be achieved
if drug treponemicidal concentrations are maintained for
at least 5-7 days.”* In the original experiments by Eagle
and colleagues,* T pallidum was cleared from chancres
if penicillin concentrations were maintained over a
2-3-day period; however prolonged exposure for a period
of 5-7 days was felt to be required to clear treponemes
that might persist in the lymph nodes and tissues
because of the slow-growing nature of the bacteria
(generation time 30-33 h).*** The optimal duration of
treatment for early syphilis is still unknown and has not
been assessed in clinical trials.

A single daily dose for 5 days was chosen as a balance
between efficacy and convenience, recognising the
relationship between dosing simplicity and adherence in
various medical conditions.”* This decision prioritised
enhancing real-world treatment outcomes, especially in
low-income and middle-income countries with poor
access to health-care facilities, which might result in
challenges regarding treatment compliance.

To warrant patient safety, our patient-monitoring
approach involved the following: frequent checks for
rapid identification of treatment failure and subsequent
application of standard-of-care treatment and follow-up
until complete cure; a follow-up period of sufficient
duration (ie, 48 weeks, later extended to 96 weeks) to
detect relapse in any enrolled patient; an interim analysis
with a relatively small sample size of 50 patients; and
rigorous oversight by the Clinical Trial Unit and Contract
Research Organisation of the Fight Infectious Disease
Foundation.

Both investigational medicinal products are marketed
drugs and were supplied by the study sponsor. Linezolid
was packaged with instructions inserted by the pharmacy
service of the University Hospital Germans Trias i Pujol.

At Dbaseline, we collected data on demographic,
epidemiological, and clinical characteristics, including
concomitant medications or recreational drug use.
Participants underwent physical examination and a
clinical assessment of syphilis, including a specific
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assessment for neurosyphilis conducted according to
routine clinical practice (appendix p 3). Laboratory
assessments included serological tests for syphilis
(chemiluminescence immunoassay and rapid plasma
reagin [RPR]), and qPCR testing of swab samples and
plasma. Swabs were collected from chancres in primary
syphilis and oral or genital mucosal lesions in secondary
syphilis (lesional swabs). For latent syphilis and
secondary syphilis without mucosal lesions, swabs were
taken from healthy oral mucosa (oral swabs). Participants
allocated to the control group received an intramuscular
injection of BPG, and those in the intervention group
were provided with the necessary doses of linezolid and
instructed to take a tablet every 24 h starting at the point
of care.

All participants were interviewed by telephone 1 week
after treatment start to assess adverse events related to
the medication and treatment compliance. Subsequently,
they were interviewed once per week until week 6 to
monitor other safety outcomes, clinical outcomes, and
concomitant medication. On-site follow-up visits were
scheduled at week 12, week 24, and week 48 (study end)
and included a repeat interview and physical examination
and serological tests for syphilis to assess serological
cure.

Additional in-person visits were scheduled at any time
during the follow-up for patients who experienced clinical
non-response or worsening of lesions within 6 weeks of
treatment initiation and those with clinical recurrence at
any time during follow-up, or serological non-response or
rebound. During this visit, epidemiological and clinical
information was gathered, and a comprehensive physical
examination was conducted, including an assessment for
neurosyphilis. Serology samples were obtained along
with lesional swabs or oral swabs.

Participants who did not achieve clinical or serological
cure, or experienced recurrence, were treated with a
single dose of BPG 2-4 MIU® and were followed up until
they reached complete cure. A 96-week long-term
monitoring plan for all participants, including those who
achieved clinical and serological cure, is currently in
place to detect and track potential relapse.

For PCR identification of T pallidum DNA in swabs,
DNA extraction was done using the QIAmp DNA Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Germany) on 300 pL samples and
eluted in 100 pL of RNAse-free water (appendix p 4). Total
DNA quantification was done using Thermo Scientific
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). T pallidum DNA detection was done using an in-
house qPCR assay targeting the tpp47 gene (tp0574).

To analyse genetic profiles of T pallidum, multilocus
sequence typing (MLST) and whole-genome sequencing
(WGS) were performed. MLST analysis involved PCR
amplification of a partial region of the tp0136, tp0548, and
tp0705 genes, followed by Sanger sequencing.” Sequence
analysis was done using MEGA software version 11.0.13.
The Total Diversity Index was calculated as the ratio of
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62 participants assessed for eligibility

3 were not considered for inclusion
1 symptomatic concomitant STI
2 positive screening test but negative RPR confirmatory
test

A

| 59 enrolled and randomly assigned |

v

v

30 assigned to BPG (control) and
received the intervention

29 assigned to linezolid and received
the intervention

2 excluded

2 excluded
1 because the genital ulcer PCR
was negative
1 lost to follow-up

1 because the genital ulcer PCR
was negative

1 because azithromycin was
taken 1 week before
randomisation

y

A

(per protocol)

28 participants completed follow-up

27 participants completed follow-up
(per protocol)

v

2 with secondary syphilis had clinical
non-response within 6 weeks

v

2 with primary syphilis had a
recurrent episode

2 with secondary syphilis had a
recurrent episode

v

2 participants had serological non-
response

Figure 1: Trial profile

An interim futility analysis was done when 50 participants reached the 24-week follow-up. During this 24-week
follow-up period, we enrolled an additional 12 participants before conducting the interim analysis, after which we
halted further enrolment. BPG=benzathine penicillin G. ITT=intention to treat. RPR=rapid plasma reagin.
STl=sexually transmitted infection.
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different sequences to fully typable samples. WGS was
done in samples with a tp0574 qPCR cycle threshold
value lower than 31 cycles. Precapture libraries were
prepared using the Kapa Hyperplus Kit (Roche, Hague,
IN, USA) with 8 min of fragmentation. Capture was
done wusing Integrated DNA Technologies xGen
Hybridization Capture protocol, using biotin-labelled
capture probes designed on the basis of the T pallidum
SS14 (accession number nucleotide NC_010741) genome.
Sequencing was done on the NextSeq 2000 platform
(lumina, San Diego, CA, USA). Bioinformatic analysis,
including MLST and resistance screening, was done
using established pipelines at the University of
Washington, Washington, DC, USA, laboratory.”® Raw
sequencing reads and consensus genome sequences
were deposited in the National Center for Biotechnology
Information database (Bioproject PRJNA723099). The
phylogenetic tree was constructed from whole-genome

sequences masked at repetitive loci® and aligned with
MAFFT version 7471 (reference PMC3603318), using the
neighbor-Joining method in the Genieous Prime
software, version 2020.1.2.

Outcomes

The primary efficacy endpoint was treatment response,
assessed using a composite endpoint that included clinical
cure, serological cure, and absence of relapse. To meet the
definition of cure the participant had to meet all three
components of the primary endpoint. Clinical cure was
defined as the healing of primary syphilis lesions within
2 weeks and secondary syphilis lesions within 6 weeks
from treatment start (ie, the manifestations of primary
and secondary syphilis differ in healing time frames).”
For patients with latent syphilis, clinical cure was not
assessed since there are no visible lesions in this stage of
the disease. Serological cure was determined by a four-
fold decline in RPR titre or seroreversion at any of the
prespecified timepoints (12 weeks, 24 weeks, and
48 weeks) from treatment initiation. In patients with
primary syphilis and negative serology at Dbaseline,
serological response was mnot assessed. In people
presenting with clinical recurrence, MLST and WGS of
T pallidum were used to differentiate between relapse
(persistent infection with the same strain) and reinfection
(infection with a new strain). This is clinically relevant as a
relapse is indicative of treatment failure, whereas
reinfection can occur even after treatment success when
the patient is re-exposed to the pathogen. Cases of clinical
recurrence in which MLST and WGS could not provide
results (ie, untypeable strains caused by low DNA quantity
in the swab) were considered a relapse for the primary
endpoint analysis. Sensitivity analyses were done treating
people with untypeable cases as if they did not represent
arelapse.

Secondary endpoints were the individual components
of the primary endpoint, comprising clinical cure,
serological cure, and abscence of relapse. Additionally, a
post-hoc endpoint of reinfection was assessed on the
basis of serological rebound during follow-up, defined as
a four-fold increase in titres in previously serologically
cured participants.

Statistical analysis

This study was based on the assumption that linezolid
would be non-inferior to BPG for the primary efficacy
outcome, with use of a prespecified non-inferiority
margin; the lower limit of the 95% CI for the difference
in treatment response between groups would not exceed
-10%. We calculated that a sample size of 150 participants
would give a power of 80% to test the hypothesis on the
basis of an anticipated response rate of 95% in each
treatment group and a one-sided type-1 error rate of
0-025. An interim futility analysis was planned once
50 participants reached the 24-week follow-up. The
stopping rule entailed using the B-spending function
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method approximating the O’Brien-Fleming non-
binding boundaries. If the one-sided p value observed at
the interim analysis for non-inferiority was higher than
0-473, the trial would be stopped for futility.

We selected the per-protocol population for the primary
analysis. This population included all eligible patients
who underwent random assignment and who completed
the study procedures to week 48. We also did supporting
analysis with the intention-to-treat population, which
included all eligible patients, and in which patients with
missing data were regarded as having treatment failure.

For the analysis of the primary endpoint (cure rate at
48 weeks) we estimated two-sided 95% ClIs for the
difference in cure proportions between the linezolid and
the BPG using the likelihood score test. We used the
same method to analyse secondary binary endpoints. To
compare adverse events between treatment groups we
used two-sided t tests and Fisher’s exact test with a
significance level of 0-05. We did all statistical analyses
with R, version 4.2.1.

Following the discontinuation of the trial, we did a
post-hoc pharmacokinetic—-pharmacodynamic analysis
and Monte Carlo simulation to assess the probability of
target attainment with various linezolid dosage regimens.
The probability of target attainment represents the
percentage of patients in which the pharmacokinetic—
pharmacodynamic index reaches the value associated
with clinical efficacy (ratio fAUC24:MIC =100 in the case
of linezolid).®* For the simulations, we extracted the
pharmacokinetic parameters of linezolid and the MIC
value for T pallidum from the literature.*®*# Details on
the methodology of the simulation are provided in the
appendix (p 10).

Role of the funding source

The funders of the study had no role in study design,
data collection, data analysis, data interpretation, or
writing of the report.

Results

Enrolment was halted early at the prespecified interim
analysis because of the futility of linezolid (p=0-99 using
the [-spending function method, exceeding the
predefined 0-473 threshold). Between Oct 20, 2021, and
Sept 15, 2023, 62 patients had been assessed with
suspected early syphilis for eligibility (figure 1). Three
patients were not enrolled because they did not meet the
selection criteria. 59 patients with serologically or
molecular-confirmed syphilis were randomly assigned to
receive either linezolid (n=29) or BPG (n=30; intention-
to-treat population). Demographic characteristics and
past medical history of participants in both treatment
groups were similar (table 1). The mean age of participants
was 37-6 years (SD 9-5) in the linezolid group and
39-2 years (9-9) in the BPG group, and all participants
were men (all cisgender). Baseline characteristics of the
syphilis episode and laboratory results were also similar
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Linezolid (n=29) BPG (n=30)
Age, years 37-6(9-5) 39-2(9:9)
Gender
Men* 29 (100%) 30 (100%)
Women 0 0
Region of origin

Spain 19 (66%) 17 (57%)

Latin America 3(10%) 10 (33%)

Other regions 7 (24%) 2 (7%)

Data not available 0 1(3%)

Sexual contacts in the past 12 months 20 (10-40) 10 (4-35)
PrEP for HIV prevention inthe past 12 13 (44-8) 5(16:6)
months
Substance use in the past 2 weekst 7 (241) 8(267)
STlin the past 12 months 26 (897) 25(833)
Syphilis history
Past syphilis episodes 19 (65-5) 18 (60-0)
Years since last episode 2(1-3) 3(1-5)
Number of episodes (n=37)

1 8(421) 12 (66-7)

2 9 (47-4) 4(222)

3 2(105) 1(56)

4 0(0:0) 1(5:6)
Data are presented as n (%), mean (SD), or median (IQR). BPG=benzathine
penicillin G. PrEP=HIV pre-exposure prophylaxis. STl=sexually transmitted
infection. *All cisgender. 1The complete list of substances is provided in the
appendix (p 5). Numbers provided exclude alcohol consumption. $The complete
list of previous STls is provided in appendix p 5.

Table 1: Demographic characteristics and past history of study
participants (intention-to-treat population)

in both treatment groups (table 2). Among the 59 patients,
nine (31%) of 29 participants in the linezolid group
and nine (30%) of 30 in the BPG group had primary
syphilis, nine (31%) of 29 participants in the linezolid
group and ten (33%) of 30 in the BPG group had
secondary syphilis, and 11 (38%) of 29 participants in the
linezolid group and 11 (37%) of 30 in the BPG group had
early-latent syphilis. Among 18 patients with primary
syphilis, ten (56%) had a negative RPR result, suggesting
a window period before seroconversion.

Of 59 patients, 28 (47%) tested positive for T pallidum
qPCR in swab specimens (16 [89%] of 18 with primary
syphilis, 11 [58%)] of 19 with secondary syphilis, and one
[5%)] of 22 with latent syphilis), whereas 31 (53%) of
59 tested negative, which is common in secondary and
latent stages (table 2). The mean cycle threshold value in
swab specimens was 31-3 (SD 3-4), with 12 (43%)
specimens having a value below 31 cycles. In plasma
specimens, 16 (27%) of 59 participants tested positive for
T pallidum qPCR (two [11%)] of 18 with primary syphilis,
12 [67%)] of 19 with secondary syphilis, and two [11%] of
22 with early-latent syphilis). Five participants who
tested negative in their swab specimen had a positive
result in their blood specimen.
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Number of distinct secondary
syphilis manifestations

1.00 (1.00-2:00)  1.50 (1.00-4-00)

Laboratory results

RPR positive 24 (83%) 25 (83%)
Median RPR at enrolment 1/16 1/16
PCR positive
PCR positive swabs 15/29 (52%) 13/30 (43%)
PCR Ct value 30-8(3-6) 315(32)
PCR positive lesional swabs ~ 11/12 (92%) 9/10 (90%)
PCR positive healthy oral 4/17 (24%) 4/20 (20%)
mucosa
PCR positive plasma 7129 (24%) 9/30 (30%)
PCR Ct value 32:4(2:0) 32:7(2:3)
Participants with a PCR positive result (swab or plasma) by stage*
Primary syphilist 8/9 (89%) 8/9 (89%)
Secondary syphilist 7/9 (78%) 8/10 (80%)
Early-latent syphilis§ 1/11(9%) 1/11(9%)

Specimen molecular characteristics in participants with positive swab or
plasma results

Clade
Nichols 12/16 (75%) 4/17 (24%)
SS14 4/16 (25%) 8/17 (47%)
Unsuccessful clade 0/16 5/17 (29%)

identification

(Table 2 continues in next column)

MLST typing was done in 33 participants with PCR
positive swab or plasma samples. Full MLST typing was
achieved in 25 (76%) of the 33 participants, and partial
MLST typing was achieved in three (9%). Among the
28 fully or partially typed samples, 16 (57%) belonged to
the Nichols-like clonal complex and 12 (43%) to the SS14-
like clonal complex.® A total of five distinct allelic profiles
were identified, yielding a Total Diversity Index value of
0-20, indicating low diversity. The most common allelic

Linezolid (n=29)  BPG (n=30) Linezolid (n=29)  BPG (n=30)
Clinical characteristics (Continued from previous column)
Syphilis stage MLST typed]
Primary syphilis 9 (31%) 9 (30%) 1.1.1(ST2) 0/16 1/17 (6%)
Secondary syphilis 9 (31%) 10 (33%) 13.1(ST1) 3/16(19%) 5/17 (29%)
Early-latent syphilis 11 (38%) 11 (37%) 3.23(ST6) 4/16 (25%) 0/17
Symptoms duration (from 5-00 (3-:0-10-0) 14-0 (9-0-34-5) 9.7.3(ST26) 7/16 (44%) 4/17 (24%)
sympto_rr_\ onset until baseline 1179 (ST28) 1/16 (6%) 0/17 (0%)
study visit) p
Clinical manifestations of primary syphilis 11 on 2117 (12%)
Chancre presence 9 (31%) 7 (23%) 32X " 1/12 (6%) 017
Follmann balanitis 2 (7%) 1(3%) iliife‘;liiC:zZtliJ(er:/\LST type 0/1 5/17 (29%)
Clinical manifestations of secondary syphilis . ) .
Concomitants asymptomatic STls at baseline
Generalised rash 4(14%) 8 (27%) HIV positive test results 0/17 1/17 (6%)
Genital rash 5(17%) 3(10%) Gonorrhoea test positive 0/19 2/23 (9%)
Palms-soles involvement 1(3%) 2(7%) Chlamydia test positive 2/19 (11%) 3/23 (13%)
Patchy hair loss 0 1(3%) Other STis 0/19 1123 (4%)
Depapillated tongue 0 2 (7%)
Mucous plaques 1(3%) 2(7%) Data are presented as n (%), mean (SD), or median (IQR). BPG=benzathine
. penicillin G. MLST=multilocus sequence typing. RPR=rapid plasma reagin.
Arthromyalgia 1(3%) 3(10%) ST=sequence types of Treponema pallidum. STl=sexually transmitted infection.
Adenopathy 1(3%) 1(3%) *Specimens from 59 patients were collected at baseline, overall including

18 patients with primary syphilis, 19 patients with secondary syphilis, and

22 patients with latent syphilis. 1Of the 18 specimens collected from patients
with primary syphilis, all were genital ulcer swabs. Of these, 16 (89%) of 18 were
positive, whereas two negative cases were excluded from the per-protocol
population because they did not pass the screening. Plasma was quantitative PCR
positive in two (12%) of the 16 cases. fAmong the 19 specimens from patients
with secondary syphilis, 15 were healthy oral swabs (7 [47%] qPCR positive), three
were swabs from a genital lesion (three [100%] gPCR positive), and one was from
an anal lesion swab (one [100%] gPCR positive). Additionally, plasma was positive
for 12 (63%) of 19 patients, including four patients who tested negative with a
swab. §One patient with latent syphilis had positive results in both plasma and
healthy oral mucosa swabs and another patient was positive in plasma only

(two [9%] of 22 positive plasma samples and one [5%] of 22 positive healthy oral
mucosa). qFull MLST typing was reached in 25 (76%) of 33 patients with at least
one PCR-positive specimen (either swab or plasma) and partial typing in

three (9%) of 33. In patients with primary syphilis, typing was reached in 14 (78%)
cases. In secondary syphilis, full or partial typing was reached in 13 patients;

seven (47%) of 15 oral swabs, four (100%) of four lesion swabs, and nine (47%) of
19 plasma specimens were typed. In early-latent syphilis, one (5%) of 22 oral
swabs was typable and no typing was reached from plasma positive samples.
There were no MLST discordances within participants who had both positive
swab and positive plasma specimens.

Table 2: Baseline syphilis episode characteristics and laboratory results
(intention-to-treat population)

profiles were 9.73 (11 [39%)] of 28 participants) and 1.3.1
(eight [29%)] of 28 participants). Among the 12 swab
specimens with cycle threshold values lower than 31 that
were tested using WGS, 12 (100%) yielded complete
genome sequences, revealing phylogenetic relationships
(appendix pp 6-8). Additional whole-genome sequencing
was attempted on three specimens with a CT value
higher than 31 in patients experiencing a recurrent
episode.

The per-protocol population consisted of 27 patients in
the linezolid group and 28 in the BPG group (figure 1),
because four of the overall 59 randomly assigned
participants (two in each group) were excluded from the
analysis: in the BPG group, one participant was excluded
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Linezolid

Difference in
proportions (95% Cl)

Penicillin

Primary analysis
Composite primary endpoint (per protocol, n=55)

Clinical cure (n=33)

Absence of relapse (n=55)
Composite primary endpoint (intention to treat, n=59)
Sensitivity analysisF

Composite primary endpoint (per protocol, n=55)

19/27 (70%; 49-8 to 86-2)
14/16 (88%; 617 to 98-4)*
Serological cure (n=47) 21/23(91%; 72 to 98-9)t (
23/27 (85%; 66-3 t0 95-8) 28/28 (100%; 87-7 to 100)
19/29 (66%; 457 to 82-1) (

20/27 (74%; 537 to 88.9)

Data are presented as n/N (%; 95% Cl) unless otherwise stated. RPR=rapid plasma reagin. *Clinical cure was not assessed for 11 patients with early-latent syphilis in the
linezolid group, and 11 patients with early-latent syphilis in the penicillin group. The RPR response was not assessed for the eight patients with primary syphilis and negative
RPR at baseline, four in the linezolid group and four in the penicillin group. #In the sensitivity analyses, one participant with recurrent symptoms but a non-typeable strain
was treated as if they did not have a relapse. The outcome proportion is reported with the exact Cl using the Clopper-Pearson method.

28/28 (100%; 87-7 t0 100)
17/17 (100%; 85-0 to 100)
24/24 (100%; 858 to 100)

296 (-50-5t0-8.8)

28/30 (93%; 77-9t0 99-2)

-27-8 (-50-7 t0 -5-0)

28/28 (100%; 877 to 100) -25.9 (-46-1t0-5-8)

Table 3: Efficacy analysis

because they did not pass screening (presenting with a
genital ulcer but negative RPR and PCR results), and
another participant had taken azithromycin 1 week
before randomisation. In the linezolid group, one
participant was excluded because of screening failure
and another participant because of loss to follow-up. In
the per-protocol analysis, the criteria for non-inferiority
were not met for the primary composite endpoint of
clinical cure, serological cure, and absence of relapse.
Overall, 19 (70%) of 27 patients assigned to linezolid were
cured compared with 28 (100%) of 28 patients in the BPG
group (table 3). The incidence of the individual
components of the primary endpoint also differed
between groups. In the intention-to-treat population
(patients with missing data were regarded as having
treatment failure), 19 (66%) of 29 patients in the linezolid
group and 28 (93%) of 30 patients in the BPG group were
cured (table 3).

Among the 55 participants in the per-protocol
population, individuals with skin or mucosal lesions in
primary or secondary stage were monitored for clinical
cure after treatment, whereas participants with
(asymptomatic) latent-stage syphilis were not assessed
for clinical cure. In 14 (88%) of 16 participants in the
linezolid group and in 17 (100%) of 17 participants in the
BPG group, the lesions had either resolved or were in
the healing process. The remaining two patients in the
linezolid group, who both had secondary syphilis, were
classified as having no clinical response to treatment
(figure 2A; patients 1-2, table 4). Both cases tested
positive for syphilis on the second PCR test.

In the per-protocol population, 23 (85%) of
27 participants in the linezolid group and 24 (86%) of
28 in the BPG group had a positive serology at baseline,
whereas four (15% and 14%, respectively) in each group,
all with primary syphilis, had a negative serology (but
positive PCR). 21 (91%) of 23 individuals in the linezolid
group and 24 (100%) of 24 in the BPG group reached
serological cure, and two (9%) of 23 participants in the

www.thelancet.com/infection Vol 24 April 2024

linezolid group did not exhibit a reduction in RPR titres
(patients 3—4, table 4).

Four (7%) of 55 participants had recurrent clinical
symptoms, all in the linezolid group (patients 5-8,
table 4); two participants had primary syphilis at
baseline and had recurrent primary lesions at 5 weeks
and 6 weeks after baseline, whereas two other
participants had secondary syphilis with recurrent
secondary rashes at 5 weeks and 8 weeks after baseline
(figure 2B, C). In three (75%) of four cases in the
linezolid group, the MLST analyses confirmed syphilis
with the same allelic profile (type 9.73) in the second
episode as in the first episode. We attempted to gain
further genomic resolution beyond strain type, and
WGS of recurrence pairs was attempted, yielding a
partial genome and complete genome for each pair.
Nucleotide sequences of covered loci were identical. In
the remaining one case of recurrent syphilis in the
linezolid group, the oral basal swab was negative, and
the specimen taken at relapse was not typable. Among
the four patients in the linezolid group with a
recurrence, three reported at least one sexual contact
with a new partner, and one had sexual contact with the
same partner who was untreated. One patient had
concurrent infections with Herpes simplex virus type 2
and Chlamydia trachomatis serovar L2 (causative of
lymphogranuloma venereum; table 4).

Although the protocol did suggest doing a lumbar
puncture in the event of clinical or serological failure,
none were done as the patients declined. These patients
were retreated with BPG, and subsequently showed
favourable clinical and serological progress. Among
participants who met the criteria for cure (19 [70%] of
27 in the linezolid group and 28 [100%)] of 28 in the BPG
group, in the per-protocol population), one (5%) of
19 participants in the linezolid group and three (11%) of
28 participants in the BPG group had a four-fold decrease
in RPR titre, followed by a subsequent four-fold increase,
leading to classification as reinfections.
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Figure 2: Clinical manifestations of participants with persistence or
recurrence of symptoms despite linezolid treatment

(A) Patient with secondary syphilis presented with maculopapular exanthema at
baseline (Ai), which persisted and worsened 12 weeks after linezolid treatment
(Aii). (B) Patient with secondary syphilis presented with maculopapular
exanthema at baseline, which initially improved (Bi), but later relapsed with the
same type of lesions affecting the extremities (Biii) and palms and soles (Bii),

5 weeks after linezolid treatment. (C) Patient with secondary syphilis presented
with oral ulcers (Ci), mucous patches (Cii), and genital lesions at baseline (Ciii),
who was clinically cured, and subsequently had a relapse with maculopapular
exanthema and genital lesions (Civ, Cv, Cvi), 8 weeks after linezolid treatment.

In the safety population (intention-to-treat population),
23 (79%) of 29 patients in the linezolid group and
24 (80%) of 30 in the BPG group had an adverse event.
Adverse events related to the study medications were
documented in five (17%) of 29 patients in the linezolid
group, and five (17%) of 30 in the BPG group (all mild or
moderate; appendix p 9). Individual patients had the
potential to report several adverse events. Specifically,
among the five individuals receiving linezolid,

two reported diarrhoea, one reported stomach pain,
three reported headache, one reported lumbar pain, and
one reported a Jarisch-Herxheimer reaction. Among the
five patients who received BPG, one patient reported
urticaria, one reported diarrhoea, one reported vomiting,
three reported headache, two reported lumbar pain, one
reported fever, and three reported a Jarisch-Herxheimer
reaction.

Following the trial discontinuation, post-hoc analyses
done through Monte Carlo simulations showed that a
single dose of 600 mg once per day resulted in a
probability of target attainment value of 68%, meaning
that approximately a third of patients were predicted to
be non-responsive to linezolid at this dosage. By contrast,
a regimen of 600 mg twice per day showed a probability
of target attainment value of 99%. The details of the
Monte Carlo simulation leading to these values of
probability of target attainment are provided in the
appendix (pp 10-11).

Discussion

In this RCT evaluating the efficacy of linezolid for the
treatment of syphilis, linezolid 600 mg per day for 5 days
did not meet the prespecified non-inferiority criteria for
the primary composite endpoint comprising clinical
cure, serological cure, and absence of relapse. The overall
response was 19 (70%) of 27 in the linezolid group and
28 (100%) of 28 in the BPG group, with a treatment
difference of =29-6% (95% CI —50-5 to —8 - 8). The results
of the interim analysis prompted the Data and Safety
Monitoring Board to terminate the trial prematurely
because of futility.

Previous in-vitro studies have shown activity of
linezolid against T pallidum.” However, in this trial, the
dosing of linezolid used (once per day) might have been
too low or the duration of the treatment course (5 days)
might have been too short for effectively treating syphilis.
Selecting an appropriate dose regimen for antibiotic
repurposing is complex. Despite licensed regimens for
linezolid in adults typically recommending 600 mg twice
per day,” we chose a once-per-day regimen of 600 mg in
our study to simplify the regimen and potentially
improve adherence.* We expected this dosage to be
effective on the basis of initial pharmacokinetic—
pharmacodynamic calculations, with fAUC24:MIC ratios
used as predictors of efficacy in other bacteria.” However,
this approach to dose selection has limitations, because it
relies on point estimates and might not account for
patient-specific factors such as age, gender, weight, and
individual variations in drug metabolism, which can
influence linezolid efficacy. Alternative mathematical
models, such as Monte Carlo simulations, can more
easily consider variability and might offer more accurate
predictions of effectiveness in the population.”*** After
discontinuing the trial, we aimed to determine whether
the lower efficacy, compared with what was anticipated,
could be ascribed to insufficient levels of antibiotic
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exposure. Given that we did not directly measure the
concentration of linezolid in the patients’ blood, we did a
post-hoc pharmacokinetic-pharmacodynamic analysis
and Monte Carlo simulations using data from the
literature, which confirmed that 600 mg/24 h yields a
probability of treatment success of 68%, whereas a dose
of 600 mg/12 h achieves a probability of success of 99%.

The failure of the proposed regimen might have also
been related to the short duration of the treatment course.
In the original experiments by Eagle and colleagues,**
maintaining penicillin concentrations for 48-96 h cleared
T pallidum from chancres; however, many syphilologists
believed that prolonged exposure of 5-7 days or more was
required to clear treponemes that might persist in the
lymph nodes and tissues.”* There are no clinical trials on
the duration of treatment and, in real life, syphilis has
commonly been treated with BPG or other depot
formulations that maintain treponemicidal concen-
trations for periods of 7-10 days or longer. Second-line
treatments such as ceftriaxone or doxycycline are also
typically administered for 10-14 days.* The optimal
duration of treatment for early syphilis remains unknown,
but it is possible that efficacy of a linezolid regimen could
increase with an extended (eg, 10-day) regimen.

In our study, we used innovative MLST and WGS
testing methods to differentiate relapse from reinfection
in cases of recurring syphilis symptoms. MLST typing
was used on initial and recurrent episode samples, and
it improved the accuracy of relapse identification. Three
of four recurrence cases had the same MLST type in
both the first and second episodes, with one case being
untypeable. However, the MLST approach has
limitations. Reinfection with the same strain can result
from contact with an untreated partner, and the low
genetic diversity (type diversity index 0-20), suggests
localised transmission networks.”* Therefore, it is
possible for someone to be reinfected with the same
MLST type even from a different partner. To address this
challenge, we used WGS, which has greater discri-
mination capability to identify different strains, even
among samples with the same MLST (appendix pp 6-7).%
Notably, this technique showed no sequence variation
between sample pairs among loci with coverage,
providing additional reassurance in our ability to
determine relapse accurately. The main drawback of
WGS that we noted was that, despite the use of DNA
enrichment methods, the low bacterial load of syphilis
infection, especially in secondary and early-latent
syphilis,”*" makes achieving a complete WGS dataset
difficult. Another new technique used in the trial
involved using oral swabs from healthy mucosa for DNA
detection in secondary and early-latent syphilis. This
direct method overcomes serology limitations and
enables strain identification in non-ulcerating
presentations, with 60% test positivity in secondary
syphilis and 5% in early-latent syphilis, consistent with
previous findings."**

This study has several limitations. First, we included
individuals with different stages of syphilis within a
single trial. Syphilis stages might exhibit variations in the
bacterial burden, replicative state, and invasion of
immunologically privileged sites, and these differences
might lead to different clinical outcomes. Notably the
failure rate in secondary syphilis, the most disseminated
stage of the infection, was higher than in other stages of
syphilis. Close monitoring of failure rates by disease
stage should be included in future studies. Second, the
study could not be masked because of the different
administration routes of the compared treatments. This
is particularly relevant for subjective assessments;
however, the inclusion of quantifiable clinical variables
(eg, lesion healing) and laboratory results (ie, serological
cure and molecular cure) within the composite primary
endpoint minimises the risk of bias associated with
unmasking. Finally, the absence of female participants
hinders the generalisability of our findings to the broader
population. The absence of female participants is
primarily caused by the substantial 9:1 male-to-female
ratio in syphilis cases in Spain, and the fact that female
individuals typically receive care from gynaecologists,
with less frequent visits to STI clinics. This limitation
underscores the need for more inclusive research to
address the gender-specific aspects of syphilis,
considering variations in manifestations (eg, primary
chancres going unnoticed in less visible areas in women)
and diagnostic challenges.

In summary, the efficacy of a regimen of linezolid
600 mg per day for 5 days was not found to be non-
inferior to BPG in the treatment of early syphilis because
of higher rates of clinical failure, serological failure, and
relapse. Hence, the use of linezolid 600 mg per day for
5 days is not recommended to treat patients with early
syphilis. Nevertheless, linezolid still has intrinsic
advantages relative to penicillin, and on the basis of our
modelling, investigating the efficacy of a higher-dose and
longer-duration regimens is worthwhile.
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Supplementary methods

Selection criteria

Inclusion Criteria

1. Aged 18 years or older at baseline visit.

2. Primary, secondary or early latent syphilis diagnosis based on the International Union
Against STIs Treatment Guidelines™.

a. Primary syphilis is defined as the presence of a typical ulcer (chancre) and a
positive test using darkfield examination (DFE) or Polymerase Chain Reaction
(PCR) for the detection of T. pallidum, with or without a positive serological test
for syphilis.

b. Secondary syphilis is defined by typical clinical signs and symptoms along with
positive serological treponemal and non-treponemal tests.

c. Early latent syphilis is defined as positive serological treponemal and non-
treponemal tests without clinical evidence of disease, either with a previous
negative syphilis serology, or a four-fold increase in RPR titer of a non-
treponemal test within the past 12 months.

3. Signature of written informed consent.

Ability to comply with the requirements of the study protocol.

5. If women of childbearing potential, use of a highly effective method of contraception
(abstinence, hormonal contraception, intra-uterine device [IUD], or anatomical sterility
in self or partner) committed during 1 week after last IMP administration.

6. If men, use of condom during heterosexual intercourse and use of a highly effective
method of contraception (abstinence, hormonal contraception, intra-uterine device [IUD],
or anatomical sterility in self or partner) in female partner committed during 1 week after
last investigational medicinal product (IMP) administration.

* For same-day inclusion, eligible patients with no prior history of syphilis and negative
serological tests for syphilis within the last 12 months could be enrolled with a positive result on
either a treponemal Rapid Diagnostic Test (RDT) or the dual treponemal and non-treponemal test
(Chembio Dual Path Platform Syphilis Screen & Confirm Assay (DPP). In the case of patients
with a history of syphilis and negative non-treponemal tests within the last 12 months, inclusion
was contingent on obtaining a positive DPP result. For all cases, additional confirmation through
the methods outlined in sections a), b), or ¢) was mandatory.

Exclusion Criteria

1. Known allergy to any of the investigational medicinal products and/or excipients,
particularly known hypersensitivity to penicillin, cephalosporins or other beta-lactam
agents and/or allergy to soya or peanut.

Lactose or galactose intolerance or glucose-galactose malabsorption.

Diagnosis criteria of symptomatic neurosyphilis.

Pregnant or breastfeeding women.

Concurrent use of drugs with potential interactions with the study medication. *

AN

Antibiotic treatment potentially active against 7. pallidum (i.e., beta lactams,
cephalosporines, macrolides, tetracyclines) in the past week.



7. Uncontrolled hypertension, pheochromocytoma, thyrotoxicosis, carcinoid syndrome,
bipolar disorder, incapacitating psycho-affective disturbance, acute confusional state.

8. Renal function impairment requiring hemodialysis.

9. Concomitant symptomatic STI (i.e., gonorrhoea, chlamydia, lymphogranuloma
venereum, Mycoplasma genitalium) or other infectious disease requiring antibiotic
treatment potentially active against 7. pallidum.

10. Having received treatment for the early syphilis recently diagnosed within the past 6
months.

® Drugs potentially interacting with investigational products: Monoamine oxidase (MAO)
inhibitors, Selective serotonin reuptake inhibitors (SSRI), Tricyclic antidepressants, Serotonin 5-
HT1 receptor agonists, Sympathomimetic, dopaminergic and adrenergic agents, CNS stimulant
drugs, Opioid narcotics.

PK-PD Rationale for Selection of Initial Linezolid dose

The selected dose of linezolid was determined based on a simulation of drug concentrations
throughout the dosing period. The linezolid dosing regimen was selected to ensure an
fAUC24h/MIC ratio greater than 100, which is considered adequate for effective treatment of
other bacterial infections.[1]

According to the approved Prescriber Information (Summary of Product Characteristics),[3] the
pharmacokinetics of a single dose of linezolid 600 mg results in a Cmax of 12.7 mg/L, Tmax of
1.28 hours, a half-life of 4.26 hours, AUC24h of 91.4 ug-h/ml, AUC24h-CNS 63-9 pg-h/mL,
fAUC24h 64.0 ng-h/mL, and the fAUC24h-CNS 44.8 pg-h/mL .[3] The MIC of linezolid for 7.
pallidum is 0-5 pg/mL, as determined in vitro.[2] Therefore, the proposed regimen was
expected to achieve an fAUC24h/MIC of 128.0 which exceeds 100.

MIC pg/ml | AUC24/MiC | AVCZAMIC QIIJCC'CNS/ &%?1\-/110
2 29 160 16.0 112

2 457 |32.0 32.0 24

1 014 |64.0 64.0 448

05 182.8 | 128.0 128.0 89.6
0.25 3656 |255.9 2559 179.1
0.125 7312|5118 511.8 3583
0.06 15233 | 10663 1066.3 746 4
0.03 30467 |2132.7 21327 1492.9

Assessment for neurosyphilis

Patients with suspicious symptoms of neurosyphilis during the follow-up were scheduled for an
additional visit for a thorough examination and sample collection. Lumbar puncture would be
conducted only if clinically indicated, and cerebrospinal fluid would be collected for study
purposes if the patient consented. Clinically indicated circumstances included:

e Neurological symptoms. A standardized questionnaire was used to assess neurologic
symptoms [4].

e Increase in serum RPR titer in the absence of symptoms. Four-fold increase in serum
RPR titer persisting >2 weeks at any time.



e Serological failure. Failure of a four-fold decline in serum RPR titer at 48 weeks.

e Four-fold decline in serum RPR titer, but persistent high RPR titer (i.e., > 1/8) at 48
weeks.

e Persistence or worsening of symptoms up to week 6 (or before if deemed necessary by
the physician).

Molecular analyses

Molecular Detection

DNA extraction was performed using the QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen) following standard
protocols. A sample volume of 300 uL was utilized, and the DNA was eluted in 100 uL of RNase
free-water. Quantification of the total DNA was conducted using the Thermo Scientific NanoDrop
spectrophotometer.

The detection of T. pallidum was achieved through real-time polymerase chain reaction (qPCR)
techniques. targeting the tpp47 gene (1p0574).

Multilocus sequence typing

For MLST analysis, PCR amplification was conducted on partial regions of the 1p0136, tp0548,
and 7p0705 genes. The resulting amplified fragments underwent Sanger sequencing, following
the methodology outlined by Grillova et al. in 2018. Sequence analysis was performed using
MEGA software version 11.0.13, specifically designed for Molecular Evolutionary Genetic
Analysis. Additionally, the diversity index (TDI) was calculated by determining the ratio of the
number of different sequences detected to the total number of fully typable samples.

Whole Genome Sequencing

Whole genome sequencing was performed on all samples with a Ct value lower than 30 as well
as recurrence pairs regardless of Ct. Pre-capture libraries were prepared using the Kapa Hyperplus
Kit (Roche) with an 8-minute fragmentation time, followed by adapter ligation using the KAPA
Unique Dual-Indexed Adapter Kit. Subsequent library cleanup was conducted using AMPure
beads at a ratio of 0.8x (Beckman Coulter).

The capture step employed the Integrated DNA Technology's (IDT's) xGen Hybridization
Capture protocol. Pools of 3-4 libraries with comparable genomic content were generated to
obtain a starting DNA amount of 500 ng. Blocking was executed using Human Cot 1 DNA and
TruSeq Blocking Oligos (IDT).

Biotin-labeled capture probes were designed to target the genome of Treponema pallidum subsp.
pallidum SS14 (Accession Number Nucleotide: NC_010741). After a 4-hour incubation period,
the capture was performed utilizing streptavidin-coated beads. Amplification and purification
were accomplished using AMPure beads at a 0.8x ratio. DNA concentration was determined using
the Qubit assay (ThermoFisher), and size verification was carried out using Tapestation.
Sequencing was performed on the NextSeq 2000 platform (Illumina) in a 2x150 format.



Supplementary results
Baseline characteristics

Table S1. Recreational substance use among study participants (ITT population)

Overall, n (%) Linezolid, n (%) | Penicillin, n (%)

(N=159) (N =29) (N =130)

Yes 15(25.4) 7(24.1) 8 (26.6)

Cannabis 9(15.2) 4 (13.8) 5(16.6)
Ecstasy 6(10.2) 1(3.4) 5(16.6)

GHB 8 (13.5) 4(13.8) 4(13.3)
Mephedrone 3(5.1) 1(3.4) 2(6.6)
Popper 7(11.9) 4(13.8) 3 (10.0)
Viagra/Sildenafil 4 (6.7) 2(69) 2(6.6)
Cocaine/Crack 3(5.1) 1(3.4) 2(6.6)
Ketamine 1 (1.7) 134 0(0.0)
Methamphetamine 1(1.7) 0 (0.0) 1(3.3)

Numbers provided are excluding alcohol consumption.

Table S2. Previous sexually transmitted infections among study participants (ITT population)

Overall, n (%) Lin%})ol)id, n Peni(coi/il)in, n

(N =59) (N=29) (N=30)

Any previous STI 51 (86.4) 26 (89.7) 25(83.3)

Syphilis 37 (62.7) 19 (65.5) 18 (60.0)

Gonorrhea 29 (49.2) 17 (58.6) 12 (40.0)

Chlamydia 22 (37.3) 12 (41.4) 10 (33.3)
Herpes 5(8.5) 4(13.8) 1(3.3)

Genital warts 7 (11.8) 2 (6.9) 5(16.6)
Hepatitis C 2(3.4) 1(3.4) 1(3.3)
Urethritis 5(8.5) 1(3.4) 4(13.3)
Lymphogranuloma venereum 2(3.4) 1(3.4) 1(3.3)
Proctitis 2(3.4) 1(3.4) 1(3.3)
Anogenital ulcer 1(1.7) 0(0.0) 1(3.3)




Whole Genome Sequencing results

Among the 15 specimens sequenced, 12 yielded complete genome sequences, defined as < 1%
missing data in consensus. MLST typing was performed using the WGS data obtained from the
samples, with complete typing achieved for 15 (100%) out of 15 samples. Within the studied
samples, five belonged to the SS14-Omega subclade (1.3.1 allelic profile), while ten samples were
classified under the Nichols clade (3.2.3 or 9.7.3 allelic profile). The phylogenetic tree
demonstrates the relationship between the 11 samples with complete genomes and recently
sequenced clinical samples from various regions, including Europe (Italy, Ireland), the United
States, China, and Madagascar. Notably, all these samples exhibited close phylogenetic proximity
to the European isolates (Figure S1). The sequences were deposited in the Bioproject
PRINA723099 (NCBI) with accession numbers in Table S4.

Table S3. Characteristics and allelic profile by MLST of the specimens where whole genome
sequences was achieved

MLST
Pati(?nt ID B typing Clade or
Sample (Patient . Sample | Syphilis (tp0136, . WGS
. Visit CT genetic .
ID enumeration Type Stage tp0548 quality
in Table 4) and/or group
tp0705
Patients with only baseline specimen
SIFIS 1007 Baseline Oral Secondary | 9.7.3 27.7 NIChOls_ Complete
swab like
. Genital . SS14-
SIFI15 1114 Baseline Ulcer Primary 1.3.1 27.4 like Complete
SIF25 | 1013 Baseline | 9@ | primary [ 131 304 | S | Complete
ulcer like
. Genital . SS14-
SIF126 1014 Baseline Ulcer Primary 1.3.1 25.8 like Complete
. Genital . SS14-
SIF128 1016 Baseline Ulcer Primary 1.3.1 26.4 like Complete
. Oral Early Nichols-
SIFI31 1019 Baseline swab Latent 9.7.3 27.9 like Complete
. Genital . Nichols-
sk
SIFI36 1025 Baseline Ulcer Primary 323 26.2 like Complete
. Genital . SS14-
SIFIS1 1081 Baseline Ulcer Primary 1.1.1 30.9 like Complete
. Genital . Nichols-
SIFI60 1088 Baseline Ulcer Primary 323 26.6 like Complete
Patients with baseline and follow-up specimen
1083 . Genital . Nichols- .
SIFI5S3 (Patient 5) Baseline uleer Primary 9.7.3 30.7 like Partial
1083 Follow- | Genital . Nichols-
SIFIS7 (Patient 5) up uleer Primary 9.7.3 28.2 like Complete
1027 . Genital . Nichols-
SIFI39 (Patient 6) Baseline uler Primary 9.7.3 26.3 like Complete
1027 Follow- | Genital . Nichols- .
1027 2 (Patient 6) up uleer Primary 9.73 31.6 like Partial
1121 . Genital . Nichols- .
SIFI21 (Patient 7) Baseline uleer Primary 9.7.3 332 like Partial
1121 Follow- Genital Nichols-
1121 2 (Patient 7) up swab Secondary | 9.7.3 29.1 like Complete

*Patient excluded in the PP population



Figure S1. Phylogenetic tree including 11 samples (SIFI) from the Trep-AB Study project, for
which complete genomes could be obtained, as well as 16 clinical samples from Italy, Ireland,
Madagascar, the United States, and Japan, and the laboratory strains SS14 and Nichols. Branch
length is scaled to SNPs per genomic position. Nodes without SIFI samples have been collapsed
for ease of display.
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Table S4. Accession numbers of the sequences deposited to NCBI BioProject PRINA1027463

Sample BioSample Partial/Complete Genome
SIFI8 SAMN37795116 Complete
SIFI15 SAMN33714959 Complete
SIFI25 SAMN37795117 Complete
SIFI126 SAMN33714960 Complete
SIFI28 SAMN33714961 Complete
SIFI31 SAMN37795118 Complete
SIFI36 SAMN33714962 Complete
SIFI39 SAMN37795119 Complete
SIFIS1 SAMN33714963 Complete
SIFI57 SAMN37795120 Complete
SIF160 SAMN33714964 Complete
SIFI21 SAMN37797342 Partial
SIFI53 SAMN37797343 Partial
rec1027-2 SAMN37797340 Partial
recl121-2 SAMN37797341 Complete




Adverse events

Table S5. Adverse events reported during the study, No. (%) (Safety Population = ITT

population)
Overall, n |Linezolid, |Penicillin,
(%) n (%) n (%)
N=59 N=29 N= 30
Participants with any AE 47 (79.6) 23 (79.3) 24 (80.0)
Participants with AE not related to the medication 41 (69.5) 21(72.4) 21 (70.0)
Participants with AE related to the medication 10 (16.9) 5(17-2) 5(16:6)
AE severity
- Participants with mild AEs 30 (50.8) 14 (48.3) 16 (53.4)
- Participants with moderate AEs 17 (28.8) 9(31.0) 8 (26.6)
- Participants with severe AEs 0 0 0
Participants with AE related with medication by type
Abdominal pain 1(1.6) 1(3.4) 0
Diarrhea 3 (5.0) 2 (6.8) 1(3.3)
Headache 6 (10.1) 3(10.3) 3 (10.0)
Vomiting 1 (1.6) 0 1(3.3)
Urticaria 1(1.6) 0 1(3.3)
Lumbar pain 3 (5.0) 1(3.4) 2 (6.6)
Fever 1 (1.6) 0 1(3.3)
Jarisch-Herxheimer reaction 4(6.7) 134 3(10.0)
Participants with AE not related with medication by type
Other STI during the follow-up 11 (18.6) 4 (13.8) 7(23.3)
Upper Respiratory Tract infection 9(15.2) 5(17.2) 4(13.3)
Syphilis symptoms* 18 (30.5) 8 (27.6) 10 (33.3)
Other 13 (22.0) 4 (13.8) 9 (30.0)

*Include asthenia, painful swallowing, oral ulcers, worsening of exanthem, bone pain, painful

adenopathies, weight loss.




Post-hoc Monte Carlo Simulation for Re-assessing the Linezolid Regimen

For PK/PD analysis, plasma clearance (CL) of linezolid was obtained from ZYVOX ® FDA data
sheet [3]; the selected CL value (127 + 48 mL/min) corresponds to adults after receiving 600 mg
tablet. Unbound fraction (0.7) was obtained from a previous PK/PD study on linezolid [5], and
the minimum inhibitory concentration (MIC) was obtained from an in vitro study investigating
the activity of linezolid in cultures of 7. pallidum [2].

The Probability of target attainment (PTA), defined as the probability that a specific value of a
PK/PD index associated with the efficacy of the antimicrobial treatment is achieved at a certain
MIC, was estimated by Monte Carlo simulation [6]. Ten thousand subject simulations were
conducted using Ora-cle® Crystal Ball Fusion Edition v.11.1.2.3.500 (Oracle USA Inc.,
Redwood City, CA). The values of fAUC,/MIC (area under the free drug concentration-time
curve at steady state over 24 hours to MIC ratio) were calculated for linezolid (600 mg q12h and
600 g24 h and 600 g8h) over an MIC range of serial two-fold dilutions from 0.03 to 64 mg/L. The
following equation was used [7]:

fAUC24/MIC =D x Fu/CL
where D is the daily dose, Fu is the unbound fraction, and CL is de total clearance.
JAUC24/MIC > 100 was selected as the PK/PD target [8].

For simulations, a log-normal distribution was assumed for CL, according to statistical criteria.
Unbound fraction was included as a fix value.

PTA > 80% but < 90% was associated with moderate probabilities of success, whereas PTA >
90% was considered as optimal against that bacterial population.

Figure S2. Simulation linezolid regimen output
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Table S6. Probability of target attainment (PTA) indicates the efficacy of linezolid regimen is
achieved at a certain MIC estimated by Monte Carlo simulation

PTA (%)
MIC (mg/L) 600 mg/8 h 600 mg/12 h 600 mg/24 h
0.03 100 100 100
0.06 100 100 100
0.125 100 100 100
0.25 100 100 99
0.5 100 99 68
1 95 68 5
2 34 5 0
4 1 0 0
8 0 0 0
16 0 0 0
32 0 0 0
64 0 0 0
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Factor d’Impacte 11,8/ Quartil 1.

Resum:
Introduccio

El diagnostic de I’Mpox es basa en la deteccio d'ADN viral mitjangant PCR en diverses mostres
corporals. En el brot de I’any 2022, el rendiment diagnostic més elevat es va obtenir de mostres
de lesions cutanies, tot i que el virus també es va detectar amb freqiiencia en hisops d’orofaringe
irectals. En algunes infeccions de transmissi6 sexual (ITS) s’han validat métodes d’automostra
per tal de facilitar-ne la recollida i el diagnostic. Tanmateix, en el cas de I’Mpox, aquest
procediment no ha estat validat; per tant, no es pot garantir que I’automostreig per part dels
pacients proporcioni la mateixa exactitud diagnostica que la recollida de mostres per part dels

professionals sanitaris.
Metodes

Es va avaluar I’exactitud en el rendiment diagnostic de mostres provinents d’exsudats de lesions
cutanies, d’orofaringe i rectals recollides en 50 pacients inscrits en 1’estudi 3 de dinamica viral
d’Mpox. A la visita inicial (dia 0), un metge recollia mostres de lesions cutanies i/o d’orofaringe
i recte (quan fos necessari) i al dia seglient (dia 1) el pacient realitzava 1’autopresa de les
mateixes mostres, després d’haver estat instruit pel professional sanitari. Totes les mostres es

van analitzar mitjangant PCR quantitativa (QPCR) per a la deteccié d'ADN del virus de la verola
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del mico (MPXV). Es va calcular la concordanga global entre la qPCR del dia 0 (referéncia) i
la del dia 1, utilitzant l'estadistica kappa.

Resultats

Es va disposar de mostres aparellades de 49, 38 1 10 individus, procedents de lesions cutanies,
d’orofaringe i1 de recte, respectivament. La concordanga global entre les mostres del dia 0 i les
del dia 1 va ser del 98 % (48/49) en lesions cutanies, 79 % (30/38) en orofaringe 1 90 % (9/10)
en recte. No es van observar diferéncies significatives entre el nombre de cicles (Ct) de les
mostres recollides pels pacients en comparacidé amb les recollides pels professionals sanitaris.
La diferéncia absoluta de Ct entre la recollida del professional i el pacient va ser del 1,1 (IC95%
-0,3a2,5; p=0,41) per lesions cutanies, del -0,02 (IC95% -1,9 a 1,9; p = 0,75) per I’orofaringe
idel -1,2 (IC95% -4,8 a 2,4; p =0,73) per les rectals.

Conclusions

L'automostreig és una estratégia fiable per a diagnosticar I’Mpox.
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is a reliable strategy for diagnosing mpox.
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In early 2022, an outbreak of mpox was reported in Europe, and
cases have subsequently been reported worldwide [1]. Unlike pre-
vious mpox outbreaks, individuals infected during 2022 have
been predominantly men who have sex with men without any
history of travel to an endemic country or contact with animal
reservoirs. Based on clinical and risk factor data, transmission
during sex appears to be the primary driver of the current epi-
demic, and patients typically present with a high frequency of
skin lesions in the genital, perianal, and perioral region and proc-
titis, tonsilitis, and penile oedema as the most common
complications [2-4].

Diagnosis of mpox relies on detecting viral DNA by poly-
merase chain reaction (PCR) testing [5] in several body speci-
mens. In the current outbreak, the highest yield has been
reported in samples collected from skin lesions, although the
virus is also frequently detectable in oropharyngeal and rectal
swabs, as well as in blood [3, 6]. Detection in urine and semen
has been reported in some studies, but these samples are not
routinely used for diagnosis [7].

Self-sampling is a strategy where the patient—and not a
healthcare provider—collects the clinical samples required for
diagnosis. This strategy has been well established for the diag-
nosis of many sexually transmitted infections, with similar per-
formance to samples collected by physicians [8, 9]. More
recently, self-sampling has been shown to be a reliable strategy
for detecting severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) infection [10]. To test the performance of this
strategy in the mpox setting, we nested an evaluation of self-
sampling within a more extensive study on the viral dynamics
of mpox.

METHODS

Participants

We conducted a prospective diagnostic accuracy evaluation in
individuals with suspected mpox in 3 centers in Spain. All pa-
tients presenting to participating centers with lesions suggestive
of mpox and compatible symptoms starting within the 10 days
preceding screening underwent a standardized clinical assess-
ment by a dermatologist or a specialist in sexually transmitted
infections and were invited to participate. Patients who required
hospital admission were not included in the study.

Procedures

At the baseline visit, a physician collected clinical samples, includ-
ing lesion, oropharyngeal, and rectal swabs as appropriate (study
day 0, physician-collected samples). Participants were provided
with home testing kit materials, which included an instruction
sheet and devices for self-collection (ie, Dacron-tipped swabs,
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pre-labeled swab containers, and a mailing envelope); they were
trained for self-collection of samples and asked to self-collect
swabs from the same skin lesions, the oropharynx, and the rectum
the following day (study day 1, self-collected samples). The in-
structions given to patients for self-collection of samples are de-
tailed in the Supplementary Appendix. The swabs (reference
901101, Taizhou Sun Trine Biotechnology Co., Ltd) were imme-
diately placed in 3 mL of viral transport medium (reference
304305KF; Deltalab). Participants were instructed to keep samples
at4°Cafter collection and contact the parcel courier service, which
transferred the samples to the Microbiology Laboratory of the
University Hospital Germans Trias i Pujol (Badalona, Spain).
The parcel courier service provided the secondary and tertia-
ry containers, and samples were transported at 4°C. All sam-
ples were delivered to the laboratory within 24 hours from
their collection. Specimens were received at the laboratory
and stored at 4°C until processed if they could be analyzed
within 12 hours after reception. Samples to be analyzed later
than 12 hours and those left over were stored at —80°C. All
samples were analyzed for the detection of mpox virus
DNA by quantitative PCR (qPCR). Nucleic acid extraction
was performed using the Nimbus platform (Hamilton
Company, Reno, NV, USA), according to the manufacturer’s
instructions. qPCR was performed using the LightMix
Modular Mpox Virus assay (TIB MolBiol, Berlin, Germany)
with LightMix Modular MSTN Extraction Control (TIB
MolBiol) as the internal control. A thermocycler QuantStudio
5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) was used to am-
plify a 106-base-pair-long fragment of the J2L/J2R gene from
mpox virus [5]. Applied Biosystems Interpretive Software was
used for detection and data analysis. Patients with a positive re-
sult in any of the samples collected by a physician on day 0 were
classified as having mpox virus and therefore included in the
study analyses.

Statistical Analysis

Continuous and categorical variables are presented as medi-
ans and interquartile range (IQR), defined by 25th and 75th
percentiles and number (%), respectively. We considered
that discrepant results might occur in either direction (ie, a
physician-collected swab might be negative and a self-
collected swab positive or vice versa) because of sampling er-
ror. Therefore, we calculated the overall agreement between
self-collected swabs on study day 1 (index test) and
physician-collected swabs on study day 0 (reference test) us-
ing the kappa statistic. In a secondary analysis, we compared
the cycle threshold (Ct) values between physician- and self-
collected samples using a Wilcoxon paired ¢ test. The cutoff
Ct value for real-time amplification assays was 40, above
which the sample was considered negative. All analyses
were conducted in R version 4.2.1 (R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria).

Ethical Approval

The study was approved by the Ethics Committee of the
Hospital Germans Trias i Pujol. Written informed consent
was obtained from all participants.

RESULTS

We enrolled 50 patients with suspected mpox. All of the pa-
tients were male, and the median age was 33.5 years (IQR:
28-45.5 years). All patients had PCR-confirmed mpox in at
least 1 of the diagnostic specimens collected. The median
time from symptoms onset was 5 days (IQR: 4-6 days). At base-
line, 49 individuals had a skin lesion swab collected (all of
which were positive), 38 had an oropharyngeal swab collected
(26 [68%] were positive), and 11 had a rectal swab collected
(9 [82%] were positive).

Paired samples were available in 49, 38, and 10 individuals
for skin lesions, oropharyngeal, and rectal specimens, respec-
tively (Figure 1). The highest overall agreement was observed
in lesional skin swabs (98% agreement), where only 1 individ-
ual tested negative in the physician-collected swab and positive
in the self-collected swab. For oropharyngeal and rectal speci-
mens, the overall agreement was 79% (30/38; kappa: 0.49)
and 90% (9/10; kappa: 0.6), respectively.

We found no significant differences in Ct values between
physician- and self-collected skin lesion and oropharyngeal
specimens. The mean Ct values of physician- and self-collected
lesion swabs were 22.5 and 23.6, respectively (absolute differ-
ence: 1.1; 95% confidence interval [CI]: —.3 to 2.5; P= 41).
The mean Ct values for physician- and self-collected oropha-
ryngeal swabs were 33.5 and 33.6, respectively (absolute differ-
ence: —0.02; 95% CI: —1.9 to 1.9; P=.75). The mean Ct values
for physician- and self-collected rectal samples were 25.8 and
24.6 (absolute difference: —1.2; 95% CI: —4.8 to 2.4; P=.73).

DISCUSSION

This is the first study to demonstrate the feasibility and accura-
cy of self-collected samples for the diagnosis of mpox. Overall,
self-collected swabs had high accuracy and Ct values similar to
physician-collected swabs. Self-sampling for the diagnosis of
sexually transmitted infections utilizing self-taken oropharyn-
geal, genital, and rectal swabs is a well-established strategy
for diagnosing chlamydia and gonorrhea based on nucleic
acid amplification testing [8, 9]. Our data extend these findings
to confirm the applicability of this strategy in mpox.
Importantly, we show patient-collected samples from skin le-
sions to have similarly high performance characteristics.
Unlike the other types of samples, patient-collected skin swabs
are not routinely used to diagnose common blistering skin dis-
eases such as herpes or varicella, which require unroofing of the
lesion, but our data demonstrate the applicability of this ap-
proach for the diagnosis of mpox.

1312 « CID 2023:76 (1 April) « BRIEF REPORT

€202 Joquisoaq 0 uo 1senb Aq 6925289/ L€ 1/2/9//9191He/PIo/woo" dnoolwapeoe)/:sdny Woly pepeojumoq



A Lesion swabs B Oropharyngeal swabs c Rectal swabs
(n=49) (n=38) (n=10)
40— 4 404----
30 -
14 14 14 30
O O O
o o o
et - b
O o (8]
20 20+
10 | 1 10 T T
-&b '@b @b @b
& & & G
N W W AW
o) o) (o) O
L &~ L i
k. ‘b(\ or 5 0(\ P
. O < O 9
‘\9 g"\ *g\
Lesional swab Throat swab Rectal swab
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Both negative 0 (0%) 7 (18.4%) 1(10%)
Physician-collected positive / Self-
collected negative 0 (0%) 5(13.2%) 1 (10%)
Physician-collected negative / Self
collected positive 1(2.0%) 3 (7.9%) 0(0%)
Total 49 (100%) 38 (100%) 10 (100%)

Figure 1. Concordance and discordance between physician and self-collected swabs. Cycle threshold (Ct) values of swabs collected by the physician on day 0 compared
with self-collection by the patient on day 1. Concordant results are showed as clear circles. Discordant results are colored black. The Ct value of 1 skin lesion swab that was
positive on day 0 was not available and this sample and its corresponding day 1 sample were therefore not included in the figure. Abbreviation: PCR, polymerase chain

reaction.

The agreement between physician- and self-taken oropha-
ryngeal swabs was lower than for other samples.
Oropharyngeal swabs are likely more prone to variation in
the quality of sample collection compared with easily visualized
skin lesions or rectal swabs. We believe that differences in sam-
pling most likely explain these discordant results; however,
fluctuations in viral load within the oropharynx are also
possible.

Our study has some limitations. First, we enrolled a limited
number of participants. Ideally, a larger sample size would allow
greater precision in our estimates of accuracy. However, our
findings are consistent with a considerable burden of literature
on self-sampling; therefore, it seems unlikely that a larger sam-
ple size would fundamentally alter our findings. Second, the
type of samples taken on day 0 was at the physician’s discretion
before patient enrollment. Consequently, some patients without
proctitis lacked a physician-collected sample, resulting in fewer
paired rectal samples than in other locations. Nevertheless, our
data are consistent with existing literature indicating a similar

performance of self-collected and physician-collected rectal
samples [11]. Finally, samples for the reference and index tests
were taken 1 day apart. Although test performance studies are
typically cross-sectional, we considered that samples taken at
home without professional support or supervision would pro-
vide a more accurate view of the diagnostic performance based
on self-sampling. Physician-collected samples that tested posi-
tive at baseline and negative by self-collection on day 1 could re-
flect a true negative due to clearance of the virus rather than
inadequate sampling. However, we equally noted that some
samples, in particular oropharyngeal swabs self-collected on
day 1, tested positive despite a negative result on day 0 on the
physician-collected sample. Considering that the Ct values
were very similar at both time points, it seems most likely that
these changes represent variation in sampling rather than real
changes in viral load.

Our data confirm that a variety of self-taken samples can be
used to reliably diagnose mpox in individuals with suspected
signs of mpox infection. The self-sampling strategy offers a
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number of potential advantages for patients and disease control
and facilitates the integration of mpox into routine testing for
other sexually transmitted infections in high-risk populations.
Further work to optimize sample collection, including consid-
eration of other types of samples, such as saliva, could be con-
sidered to further enhance the ease of testing.

Supplementary Data

Supplementary materials are available at Clinical Infectious Diseases online.
Consisting of data provided by the authors to benefit the reader, the posted
materials are not copyedited and are the sole responsibility of the authors,
so questions or comments should be addressed to the corresponding
author.
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Evaluating the accuracy of self-collected swabs for the
diagnosis of monkeypox

Supplementary Appendix

Instructions for patients for self-collection of lesional, oropharyngeal and rectal swabs

Lesion swab (several lesions) (DO NOT CONFUSE THE TUBE FOR LESION SWEAB and THE TUBE FOR
PHARYNGEAL / RECTAL SWAB)

1. Wash and dry your hands.

2. Take the tube labeled as “lesion” and one of the swabs.

3. Rub the swab on a lesion, making some pressure and rolling the swab over the lesion 6 times.
Make sufficient pressure to extract fluid from within the injured tissue.

4. Repeat the process on a minimum of three lesions (if possible).

5. Immediately, insert the swab into the tube of medium labeled as "lesion", breaking the top
of the swab so that the tube can be closed with the swab inside.

Oropharyngeal swab (DO NOT CONFUSE THE PHARYNGEAL SWAB TUBE and THE LESION/RECTAL SWAB

TUBE)

1. Wash and dry your hands.

2. Take the tube labeled as “Pharyngeal” and the second swab.

3. Open your mouth keeping your tongue at the bottom. Rub the swab firmly through the
throat (oropharynx) during five seconds.

4. Immediately insert the swab into the tube of medium labeled as "PHARYNGEAL."

Rectal swab (DO NOT CONFUSE THE RECTAL SWAB TUBE with the LESION / PHARYNGEAL SWAB TUBE!)

1. Wash and dry your hands.

2. Take the tube labeled as “Rectal” and the third swab.

3. Introduce the swab through the anal sphincter 3 cm into the rectum and rotate the swab
against the anal crypts for five seconds.

4. Immediately insert the swab into the tube of medium labeled as "RECTAL."
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Estudi 3

Viral dynamics in patients with monkeypox infection: a prospective cohort study in

Spain

C. Sufier*, M. Ubals*, EJ. Tarin-Vicente*, A. Mendoza, A. Alemany, A. Hernandez-
Rodriguez, C. Casafi, V. Descalzo, D. Ouchi, A. Marc, A. Rivero, P. Coll, X. Oller, JM.
Cabrera, M. Vall-Mayans, MD. Folgueira, MA. Melendez, M. Agud-Dios, E. Gil-Cruz, A.
Paris de Leon, A. Ramirez-Marinero, V. Buhiichyk, C. Galvan-Casas, R. Paredes, N. Prat,
MR. Sala-Farre, JM. Bonet-Simo, M. Farré, PL. Ortiz-Romero, B. Clotet, V. Garcia-Patos, J.
Casabona, J. Guedj, PJ. Cardona, 1. Blanco, M. Marks** and O. Mitja**; Movie Group.
Lancet Infect Dis. Apr 2023; 23(4):445-453. Epub 12 Dec 2022.

Factor d’Impacte 56,3/ Quartil 1.

Resum:

Introduccio

S'ha detectat I’ADN del virus de la verola del mico (MPXV) en lesions cutanies, saliva,
orofaringe, orina, semen i femta de pacients infectats durant el brot de 2022 per la soca IIb;
tanmateix, la dinamica viral dins d'aquests compartiments corporals segueix sent desconeguda.
L’objectiu de I’estudi va ser caracteritzar la cinética viral, calculant les carregues virals (CV)
al llarg del temps en diverses localitzacions corporals. L’objectiu secundari era descriure la
preséncia de virus amb capacitat de replicacié a través de cultius virals en un subgrup de

pacients.
Metodes

Es tracta d'un estudi observacional, prospectiu i multicéntric que incloia pacients ambulatoris
diagnosticats d’Mpox en dos hospitals i dues cliniques de salut sexual a Espanya, entre el 28 de
juny de 2022 i el 22 de setembre de 2022. Homes i dones majors de 18 anys eren elegibles si
reportaven l'aparicié de simptomes durant els 10 dies anteriors a la visita basal i eren inelegibles

si la malaltia era prou greu com per ser ingressats a I'hospital. Es van recollir mostres de cinc
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localitzacions corporals (lesions cutanies, orofaringe, recte, semen/vagina i sang seca) en sis
moments temporals diferents fins a 57 dies després de la visita basal. Les mostres es van
analitzar per PCR quantitativa (QPCR) 1 un subgrup d’elles per cultiu viral. L'objectiu principal

era calcular el temps des de l'aparici6 dels simptomes fins a I'eliminacio de ' ADN viral.
Resultats

En total, a I’estudi es van recollir 1.663 mostres de 77 participants. 75 (97 %) participants eren
homes, I'edat mitjana era de 35,0 anys (RIQ 29,0-46,0) i 39 (51 %) eren persones que vivien
amb el VIH. El temps mitja des de I’inici dels simptomes fins a I'eliminacié de ’ADN viral va
ser de 25 dies (IC95% 23 a 28) a les lesions cutanies, 16 dies (13 a 19) a 'orofaringe, 16 dies
(13 a23) al recte, 13 dies (9 a 18) al semen i 1 dia (0 a 5) a la sang. El temps des de I’inici dels
simptomes fins a l'eliminacié de ’ADN viral per al 90 % dels casos va ser de 41 dies (IC95%
34 a 47) en lesions cutanies i de 39 dies (27 a 56) en el semen. La CV mitjana de les lesions
cutanies va ser de 7,3logio copies/ml (RIQ 6,5-8,2) a la visita basal, en comparacié amb 4,6logio
copies/ml (2,9-5,8) en orofaringe, 5,0logio copies/ml (2,9-7,5) en recte, 3,5logio copies/ml (2,9-
4,7) en semen i 4,0logio copies/ml (4,0-4,0) en sang. Els virus replicants es van aillar a totes les

localitzacions corporals amb nivells elevats d'ADN (> 6,5logio copies/ml).
Conclusions

En pacients immunocompetents amb malaltia lleu d’Mpox, les dades de qPCR suggereixen un
periode recomanable d'aillament dels casos de 3 a 6 setmanes; pero basant-se en la detecci6 de
virus replicants mitjangant cultiu viral, aquest periode es podria reduir. En base a les troballes
d’aquesta cohort de pacients i en 1’analisi de semen, 1’s prolongat del preservatiu després de

la recuperaci6 de I’Mpox podria no ser necessari.
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