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Resumen

La presente Tesis doctoral, con titulo “Aportaciones moleculares al estudio de las
infecciones causadas por Mycoplasma pneumoniae y Mycoplasma genitalium”, se basa en
el desarrollo y optimizacion de métodos moleculares para el estudio de resistencias

antibidticas en las especies del género Mycoplasma.

Las bacterias de este género pertenecen a la clase Mollicutes, y son el grupo de
microorganismos procariotas mas pequefios de vida libre y capacidad de division
auténoma. Una de sus principales caracteristicas es la de carecer de pared celular, hecho
gue impide su visualizacién microscoépica a través de la tincion de Gram, y que condiciona
las terapias empleadas en su tratamiento, ya que muchos de los antibiéticos disponibles,
como son los betalactamicos o los glucopéptidos, basan su mecanismo de accion en la

interrupcién del proceso de sintesis de la pared bacteriana.

Su cultivo es extremadamente complejo y laborioso, quedando limitado a centros
especializados. Esto hace que el diagnéstico por cultivo bacteriano no sea una opcion
viable para las patologias causadas por este género, teniendo que recurrir a técnicas
alternativas tanto de diagnéstico directo, como la amplificacion del genoma mediante PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa), como indirecto por serologia, basada en la
deteccion de la respuesta inmune del hospedador frente a las diferentes infecciones.
Asimismo, al no disponer de la cepa aislada no se pueden realizar estudios convencionales
de sensibilidad antibidtica, por lo que el tratamiento a pautar es empirico en la mayoria de

los casos.

Existen menos de 20 especies del género Mycoplasma aisladas en el ser humano, pero
entre ellas hay dos que destacan por su gran importancia en patologia humana:

Mycoplasma pneumoniae y Mycoplasma genitalium.

Mycoplasma pneumoniae es un patdgeno exclusivamente humano que provoca diferentes
cuadros clinicos, siendo la neumonia la de mayor interés. Se estima que, a niveles
endémicos, M. pneumoniae causa de un 4-8% de neumonias adquiridas en la comunidad
(NAC). Este porcentaje se eleva hasta un 20-40% en los picos epidémicos en la poblacién
general, afectando mayoritariamente a niflos, adolescentes o la tercera edad. No es
despreciable tampoco su capacidad de producir otro tipo de manifestaciones a nivel
extrarrespiratorio, implicando reacciones autoinmunes que pueden causar cuadros de

elevada gravedad.



Su diagnéstico microbioldgico ha sido y es generalmente serolégico, lo que implica que no
es inmediato, ya que el sistema inmune requiere que la infeccion lleve unos dias de
evolucion para poder generar anticuerpos especificos frente al microorganismo en
cuestion. Por este motivo, se han desarrollado métodos moleculares que permiten la
deteccion del DNA del patégeno por PCR, mejorando la sensibilidad y la rapidez
diagnéstica. Sin embargo, M. pneumoniae puede permanecer durante periodos
prolongados de tiempo en la nasofaringe del hospedador una vez resuelta la infeccion (en
forma de portador asintomatico), por lo que la interpretacién de los resultados puede ser

compleja.

Existen también otras técnicas moleculares que permiten el tipado molecular de
microorganismo, Utiles en el estudio epidemioldgico de las cepas circulantes durante los
brotes ciclicos o en el caso de brotes focalizados en un colectivo o instituciones concretas
(como pueden ser las escuelas, las instalaciones militares o los hospitales o centros
sociosanitarios). Ademas, la realizacion de este tipo de estudios permite explicar la clasica
aparicion ciclica de casos, dado que los cambios observados en algunas proteinas del
microorganismo hacen que los anticuerpos generados en una primera infeccion sean

ineficientes para impedir reinfecciones posteriores.

Como hemos referido anteriormente, los micoplasmas carecen de pared celular, lo que
hace que sean intrinsecamente resistentes a numerosos antimicrobianos. El tratamiento
de primera linea para las infecciones causadas por M. pneumoniae son los macrolidos y
ketolidos, como la azitromicina o la claritromicina, respectivamente. Entre los macrélidos,
la azitromicina es preferible respecto a la eritromicina por su mejor tolerabilidad, posologia
y menor duracién de tratamiento, y de hecho es el tratamiento de eleccion. Como
alternativas, tenemos las quinolonas y tetraciclinas. Las quinolonas son bactericidas y de
gran utilidad en pacientes adultos, dada su buena biodisponibilidad oral y su amplio
espectro antibiético, que permite cubrir de forma empirica muchos de los microorganismos
causantes de infeccion respiratoria (micoplasmas, clamidias, neumococo, Legionella sp. o
Moraxella catarrhalis). Sin embargo, en la poblacién infantil estan, a priori, contraindicadas,
por su potencial toxicidad en los cartilagos en desarrollo. Del mismo modo, las tetraciclinas
no estan recomendadas en nifios menores de 8 afios por los dafios que causan en el
esmalte dentario en esta franja de edad.

Diversos estudios habian descrito la generacion de cepas resistentes a macrolidos tras la
exposicion a estos antibiéticos in vitro, pero no fue hasta principios de los afios 2000
cuando se reporté en Japon la aparicion de las primeras cepas resistentes a macrélidos in

vivo. Desde ese momento, estas cepas se extendieron ampliamente por toda Asia, donde



encontramos regiones con tasas de resistencia cercanas al 100%, y en menor medida por
América y Europa lo que puede suponer un problema importante a la hora de instaurar un
tratamiento empirico. En 2014 se describié el primer caso de resistencia a macrdlidos en

nuestro pais, siendo un caso importado por una paciente de origen chino.

La otra especie de gran interés por su patologia en el ser humano es Mycoplasma
genitalium. Esta bacteria es un patégeno de transmisién sexual directamente relacionado
con cuadros de uretritis no gonocdcica (UNG) y con mayor evidencia en casos de uretritis
no producida por gonococo ni clamidia (UNGNC), en los que representa entre un 10-35%
de casos en los grupos poblacionales de mayor riesgo, como son los hombres que
mantienen relaciones sexuales con otros hombres (HSH) o aquellos pacientes que acuden
a clinicas de salud sexual. No solo afecta al sexo masculino, sino que en mujeres esta
relacionado con cuadros de cervicitis, enfermedad inflamatoria pélvica, partos pretérmino

y aborto.

A diferencia de M. pneumoniae, la serologia tanto en M. genitalium como en el resto de
micoplasma urogenitales no constituye una opcion valida, ya que la ubicuidad de muchas
de las especies hace que la interpretacion de los titulos de anticuerpos sea compleja, y la
existencia de estos (sin otra prueba complementaria positiva) no es significativa. Por este

motivo, su diagnéstico queda casi exclusivamente relegado a las técnicas moleculares.

Tal como referiamos para M. pneumoniae, los macrolidos (azitromicina) han sido
ampliamente utilizados como tratamiento de primera linea para las infecciones causadas
por M. genitalium, con las quinolonas (moxifloxacino) como terapia de segunda linea. Sin
embargo, con la gran capacidad de esta bacteria para adquirir resistencia a ambos grupos
de antimicrobianos, la posibilidad de que los cuadros causados por M. genitalium pasen a
ser infecciones de transmision sexual (ITS) no tratables se plantea como un escenario

plausible, cercano en el tiempo y preocupante a nivel mundial.

Como alternativa tenemos también la doxiciclina, una tetraciclina empleada en algunos
casos pero que muestra una eficacia baja en la erradicaciéon de las infecciones. Por este
motivo, la pristinamicina se ha establecido como tratamiento de tercera linea para

pacientes con fracaso terapéutico con macrélidos y quinolonas.

Otra de las opciones de manejo de estas infecciones es el tratamiento guiado por
resistencias (Resistance-guided Sequential Therapy - RGST), descrito en Australia hace
pocos afios y que plantea un esquema de tratamiento guiado por la detecciéon de la

presencia de resistencias previa instauracion de la terapia antimicrobiana.



En esta tesis se ha evaluado la utilidad de las técnicas moleculares en el estudio de M.

pneumoniae y M. genitalium.

La primera parte de la tesis versa sobre la aportacion de los métodos moleculares aplicados
a M. pneumoniae, en el marco de un proyecto tipo FIS (Fondo de Investigacion Sanitaria)
del Ministerio de Economia y Competitividad, titulado “Nuevas aproximaciones moleculares
al estudio epidemiol6gico, patogénico y diagnéstico de las infecciones respiratorias
causadas por Mycoplasma pneumoniae” (P112/02298). Este proyecto consistid en un
estudio prospectivo transversal de cuatro afios de duracion para profundizar en el
conocimiento de la epidemiologia, patogenia y diagnéstico de las infecciones respiratorias
adquiridas en la comunidad causadas por M. pneumoniae en nifios y adultos en el area

sanitaria del Barcelonés Norte de Catalufia.

La técnica de eleccion para el diagnéstico de M. pneumoniae durante muchos afios y en la
mayoria de los laboratorios clinicos ha sido la serologia. Las técnicas de PCR en tiempo
real son relativamente recientes y no estan disponibles en todos los centros. En esta tesis,
se evaluo la utilidad diagnéstica y el significado clinico de la deteccion de M. pneumoniae
en muestras respiratorias por PCR en tiempo real, en relacion con la deteccion de
anticuerpos especificos por serologia, método utilizado de forma habitual en el laboratorio.
La concordancia entre ambos métodos diagnésticos fue del 76%, mostrando la PCR una

sensibilidad del 55% y una especificidad del 92% respecto a la serologia.

Otra de las aplicaciones de los métodos moleculares son los estudios epidemioldgicos, que
permiten la caracterizacion de las cepas circulantes en una regién en un momento
determinado. Por ello, se evalud la utilidad del MLVA (multiple locus of variable-number
tandem-repeat analysis) como método de tipado en M. pneumoniae, estudiando los
genotipos circulantes en nuestra area sanitaria entre 2012 y 2016. Los genotipos mas
frecuentes correspondieron con el 4-5-6-2, 3-5-6-2 y 3-6-6-2, mismos genotipos que los

descritos en diversas partes del planeta en franjas temporales similares.

Ademas de los estudios epidemiolégicos, las técnicas moleculares tienen aplicacion en la
deteccion de genes bacterianos cuya presencia determina que la cepa sea resistente a
determinados antimicrobianos. Por esta razén, se evalu6 la deteccion de resistencia a
macrolidos en M. pneumoniae por pirosecuenciacion, para conocer la situaciéon al respecto
en nuestro medio y estudiar las implicaciones que tiene el hallazgo de una cepa resistente
en la evolucién clinica de los pacientes. Se encontraron mutaciones asociadas a resistencia
a macrolidos en un 8% de los casos, todas ellas relacionadas con un tratamiento previo

con esta clase de antibidticos. Ademas, en seis casos, la resistencia se generd por presion
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antibiotica durante el propio tratamiento del episodio, ya que la muestra recogida de forma
previa al inicio de la terapia no mostraba mutaciones, mientras que la muestra post-
tratamiento correspondia con una cepa resistente. Ambas cepas correspondian a la misma

infeccion, tal como se pudo demostrar mediante el estudio genotipico por MLVA.

La segunda parte de la tesis se centra en la aportacion de los métodos moleculares al
estudio de Mycoplasma genitalium, dada la escasa informacién disponible acerca de la
epidemiologia y resistencia antibiética en nuestro pais. En este caso, se evalud la
pirosecuenciacién como método casero para la detecciéon de resistencia a macroélidos en
M. genitalium, adaptando la técnica previamente desarrollada para el estudio de M.
pneumoniae. La prevalencia de resistencia a macrélidos en nuestra zona fue de un 23.1%,

observando un ligero incremento durante los afios de estudio.

En el contexto del proyecto anterior, comenzaron a comercializarse técnicas moleculares
de un solo paso, que incluian la deteccion de M. genitalium junto al analisis de las
principales mutaciones asociadas a resistencia a macroélidos. Por este motivo, se decidio
evaluar la pirosecuenciaciéon, como técnica casera de deteccion de resistencia a
macrélidos, respecto al kit ResistancePlus® MG kit (SpeeDx, Sydney, NSW, Australia), asi
como la concordancia de este ultimo con la PCR multiple de 7 patdgenos empleada en
nuestro centro, Allplex STI-7 Assay (Seegene Inc., Seoul, Korea), para el diagnéstico de
M. genitalium.

La concordancia entre la técnica casera y la técnica comercial en la deteccion de M.
genitalium fue de un 87%, valor que aumento hasta un 95,4% al comparar la capacidad de

deteccion de resistencia a macrolidos.

De forma complementaria, se realizé el andlisis por secuenciacion de mutaciones
asociadas a resistencia a quinolonas en un subgrupo de 100 muestras, revelando una
prevalencia en nuestra zona de un 3% de cepas de M. genitalium resistentes a quinolonas.
Todas las cepas detectadas portaban resistencia dual tanto a macrélidos como a
guinolonas, lo que revela la importancia del seguimiento de M. genitalium para un manejo

correcto de los pacientes.

A la luz de la informacién obtenida, la implantacién de técnicas moleculares en la rutina
asistencial, tanto para el diagndstico como para el andlisis de mutaciones asociadas a
resistencia a macroélidos en M. pneumoniae y M. genitalium, supone una mejora de gran

valor en el manejo de nuestros pacientes.
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Background: Mycoplasma pneumoniae (MP) causes community-acquired pneumonia affecting mainly children,
and tends to produce cydlic outbreaks. The widespread use of macrolides is increasing resistance rates to these
antibiotics. Molecular tools can help in diagnosis, typing and resistance detection, leading to better patient
management.

Objectives: To assess the MP genotypes and resistance pattern circulating in our area while comparing
serological and molecular diagnosis of MP.

Methods: Molecular and serological diagnosis of MP was performed in 821 samples collected in Badalona
(Barcelona, Spain) from 2013 to 2017. Multiple locus variable number tandem repeat analysis (MLVA) and
macrolide resistance detection by pyrosequencing were performed in those cases positive by PCR. Presence of
respiratory viruses and relevant clinical data were also recorded.

Results: MP was detected in 16.8% of cases by PCR, with an overall agreement with serology of 76%. Eleven
different MLVA types were identified, with 4-5-7-2 (50.1%) and 3-5-6-2 (29.2%) being the most abundant, with
the latter showing a seasonal increase during the study. A total of 8% of the strains harboured a point substitu-
tion associated with macrolide resistance, corresponding mainly to an A2063G 23S rRNA mutation and directly
related to previous macrolide therapy. Analysis of respiratory viruses showed viral coinfections in most cases.

Conclusions: Serological and molecular tools combined could improve MP diagnosis and the analysis of its
infection patterns. Macrolide resistance is associated with previous therapy. Given that MP pneumonia usually

resolves spontaneously, it should be reconsidered whether antibiotic treatment is suitable for all cases.

Introduction

Mycoplasma pneumoniae (MP) is a prevalent respiratory pathogen
that causes about 20%-40% of cases of community-acquired
pneumonia (CAP) in children and young adults, with epidemic
peaks at 3-7 year intervals worldwide." Serology is the gold stand-
ard, but molecular techniques offer a rapid and reliable alternative
for MP diagnosis and epidemiological surveillance. Molecular typ-
ing by P1 restriction fragment length polymorphism analysis

(RFLP)? has been substituted by methods with higher discrimin-
atory power, such as multiple locus variable number tandem
repeat analysis (MLVA),? allowing more accurate outbreak analysis
and epidemic strain monitoring worldwide.

Macrolides (MLs) are the first-line treatment, due to their low
side effects and convenient administration. MLs inhibit protein syn-
thesis by binding to domain V of 23S rRNA.* Mutations in domain IT
or V of 23S rRNA or in L4 and L22 ribosomal proteins have been
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described to be involved in ML resistance (MLr) in other species.>®
In MP, the MLr in vivo is mainly driven by specific mutations in the V
domain of 23S rRNA gene, leading either to a high level resistance
profile (mutations at positions 2063 or 2064) or to a low level MLr
(transition at position 2067 or a transversion at position 2617).“7*
However, although no mutations in domain II could be linked to
MLr, mutations in ribosomal proteins L4 and L22 have been found
both in vitro* and in vivo,” although their real impact in MLr is still
unclear, so further research should be performed.

As MP culture is mainly performed in reference centres, MLr de-
termination by broth dilution tests'" is not accessible to most clin-
ical microbiology laboratories. Molecular techniques targeting the
single-copy 23S rRNA gene (such as PCR followed by high reso-
lution melting curve analysis,*?"** Sanger sequencing,'® RFLP® or
pyrosequencing analysis'®*#) have been described. As a conse-
quence of widespread ML use, resistance rates have risen from
40% in 2008 to 90%-100% in China recently.*®*° Concurrently, in
Europe, rates vary from 1% in Slovenia to up to 26% in Italy.?*-°
Due to the increase in the prevalence of MLr observed recently and
the lack of data in Spain, it is imperative to improve technical tools
for detecting resistant strains without delay and to adjust the
patients’ therapy as necessary.

As there are no published data about the MP MLVA types circu-
lating in our areaq, this study aimed to provide insights about the
genotypes and yearly distribution found in Catalonia (Spain).
Furthermore, the evaluation of the presence of single-base muta-
tions in domain V of the 23S rRNA gene that provide MLr in our set-
ting is described, in comparison with the results described in other
countries. Additionally, the clinical performance of the molecular
technique used for MP pneumonia diagnosis was compared with
routine serological testing.

Materials and methods

Ethics, patients included, samples and collection

Written informed consent was obtained from patients’ guardians. This
study was approved by the Clinical Research Ethics Committee at Germans
Trias i Pujol University Hospital (‘Comité Etico de Investigacion Clinica’,
CEIC). Samples collected included nasopharyngeal aspirates and sera. A
total of 821 nasopharyngeal samples from 774 individuals were obtained
between April 2013 and January 2017 in the Pediatric Emergency room at
the University Hospital Germans Trias i Pujol (Badalona, Spain). Samples
were divided into different groups: children (<18 years old) clinically diag-
nosed with CAP, household or school contacts from a diagnosed pneumo-
nia case and healthy volunteer subjects. Clinical data were registered by
the Pediatric Department, and microbiological results were also recorded at
the Microbiology Department.

M. pneumoniae serological and molecular diagnosis

Detection of IgG or IgM antibodies from sera was performed by a particle-
agglutination assay (Serodia®-MYCO 11, Fujirebio Europe) either singly or in
two samples separated by at least 21 days in order to demonstrate a sero-
conversion. A positive result with clinical significance was defined as anti-
body levels >1/160 for single samples. For the molecular diagnosis, DNA
was extracted from nasopharyngeal aspirates using the nudiSENS®
easyMag” platform (bioMérieux, France). MP molecular diagnosis was per-
formed using two different assays: during the first stage of the project, Real
Time PCR Realcycler M. pneumoniae/Chlamydophila pneumoniae (Progenie
molecular, Spain) was employed, whereas Anyplex” 2 RBS Detection
(Seegene Inc., Korea) was used later on. Those samples in which MP DNA

was detected were further investigated for MLVA typing and MLr by pyrose-
quencing. Respiratory viruses were also tested for in all MP-positive sam-
ples, using three different methods: BinaxNOW® Influenza A&B and
BinaxNOW® Respiratory Syncytial virus immunochromatographic assay
(Abbott-Alere Healthcare, USA), direct immunofluorescence D* Ultra8 DFA
Respiratory virus Screening & Identification Kit (Quidel Corporation, USA),
used until April 2014, and Anyplex 11 RV-16 Detection (Seegene Inc., Korea),
used from May 2014, when Anyplex was integrated into our diagnosis rou-
tine for adults and also for children with negative immunochromatographic
results.

MLVA typing

DNA from PCR-positive samples was typed using the culture-independent
MLVA approach described by Dumke and Jacobs,?” performing a nested
PCRin order to increase the sensitivity. Products from the secondary PCR
were analysed by high-resolution capillary electrophoresis (QIAxcel”
Advanced System, Qiagen, Germany) and subsequently purified (QIAquick
PCR Purification Kit, Qiagen). Purified PCR products were then Sanger
sequenced and the number of repeats was found by uploading the FASTA
file to the web resource Tandem Repeat Finder.2® Only four out of the five
loci (Mp13, Mp14, Mp15 and Mp16) initially described by Dégrange et al.?
were analysed due to the high variability found in locus Mp1, as described
elsewhere.?® The MLVA type is depicted as the number of repeats within
the Mp13, Mpl4, Mp15 and Mp16 loci, respectively, separated by a
hyphen. Optimization of the protocol was performed using the DNA from
M. pneumoniae M129, acquired from DSMZ (German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures, Germany).

Resistance detection by pyrosequencing

The pyrosequencing protocol was modified from Spuesens et al.***” Two
different assays were performed in order to cover all known mutations
(550bp apart) conferring ML-resistant genotypes found in vivo: the first
assay was able to detect single base mutations at positions 2063, 2064 and
2067, while the second detected the mutation at position 2617. The proto-
col described!” was modified by increasing the number of cycles to 45 for
both primary and secondary PCR and by adding 2 uL of template for the
secondary PCR. The presence of the targeted DNA fragment was detected
by high-resolution capillary electrophoresis (QIAxcel® Advanced System,
Qiagen), obtaining an approximately 165 bp fragment. Immobilization of
the biotinylated product and the pyrosequencing reaction were also per-
formed following the protocol of Spuesens et al.*® with the following modi-
fications: a total of 4 uL of streptavidin beads and 26 uL of H,0 per sample
were used, and the plates were mixed for 10min instead of 15min.
Pyrosequencing reactions and sequence analysis were also performed
using the Pyromark™Q96MD sequencer (Biotage, Sweden) and associated
software.

Statistical analysis

Qualitative and categorical data were summarized with number and per-
centage, and were compared using a % test. Statistical analyses were per-
formed with the statistical free software PSPP (http://www.gnu.org/
software/pspp/, last accessed April 2020). Statistical significance was
accepted at P< 0.05.

Results

Molecular detection of M. pneumoniae

A total of 821 specimens (described in Table 1) were collected
from 774 individuals, corresponding to children in 769 cases (766
patients with suspicion of pneumonia or relatives with pneumonia,
and 3 healthy children) and adults in 52 cases (29 patients with a
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Table 1. Classification of the patients and specimens included in this study

Number of Positive MP Complementary

Samples tested for MP Age group Group of individuals samples tested detection (number) data
821 specimens Children Children with suspicion of 766° 17.5% (134)° 131 patients
(774 individuals) (<18 years old) pneumonia or relatives with 2 household
pneumonia contacts
1 classmate
Healthy children 3 0.0% (0)

Adults Adults with diagnosis of 29 13.8% (4) 2 patients
pneumonia or close relatives 2 relatives
with pneumonia

Healthy adults (volunteer 23 0.0% (0)

healthcare professionals)

“For one specimen where MP was detected by PCR, it was not possible to perform the MLVA typing due to insufficient DNA. Thus, the total number of

specimens from children typed was 133.

pneumonia diagnosis or their household contacts, and 23 volun-
teer health professionals). A positive detection of MP was obtained
in 138 (16.8%) specimens, corresponding to 127 individuals. One
positive specimen was excluded from the study due to insufficient
DNA; thus, the final count of positive specimens was 137 (16.7%,
3 by Progenie, 134 by Anyplex). Positive detections were mostly
from children (133, 97.1%), with only 4 (2.9%) from adults (close
relatives). The median age of children was 6.6 years and the high-
est proportion of positive samples was detected in children aged
>5 years (53.3%, 73/137), followed by children aged between 1
and Syears (36.4%, 50/137) and <1year old (7.3%, 10/137)
(Table 2). The majority of specimens were collected during the
middle years of the project (2014 and 2015), and the positivity
rates per year were as follows: 26% in 2013 (19/73), 19% in 2014
(49/258), 13.2% in 2015 (56/423) and 22.4% in 2016 (15/67), as
depicted in Figure 1(a).

Performance of molecular detection in comparison with
serological diagnosis

In parallel to PCR, serological diagnosis was also performed in 376
cases, including 105 patients with a positive MP detection by PCR
and 271 with a negative MP result. Among the 105 MP PCR-positive
subjects, serology results in the acute phase (first serum sample)
were also positive (antibody levels >1/160) in 75 (71.4%) cases,
whereas in the remaining 30 cases with negative serology (anti-
body levels <1/160), seroconversion was observed in 13 (43.3%)
patients in convalescence phase (second serum sample), leading
to 88 out of 105 patients (83.8%) with both positive serology and
PCR, and an overall agreement between techniques of 76%.
Among the 271 MP PCR-negative subjects, serology was also nega-
tive in 199 cases (73.4%). The remaining 72 cases showed a posi-
tive serology result in a single sample. Thus, sensitivity and
specificity of the PCR compared with serology was 55% and 92%,
respectively (Table 3).

M. pneumoniae MLVA typing

Eleven different MLVA types were identified; the most abundant
was 4-5-7-2 (70/137, 50.1%), followed by 3-5-6-2 (40/137,

29.2%), 3-6-6-2 (11/137, 8%), 4-5-6-2 (4/137, 2.9%), 3-5-7-2
(3/137, 2.2%), 4-5-5-2 (2/137, 1.5%), 4-5-7-3 (2/137, 1.5%), 4-6-
7-2 (2/137, 1.5%), 3-3-6-2 (1/137, 0.7%), 3-4-6-2 (1/137, 0.7%)
and 3-4-7-2 (1/137, 0.7%). The proportions of the types varied
widely between the years of the study (Figure 1b). Comparing the
2 years with higher numbers of positive cases (2014 and 2015,
Figure 1a), the proportion of type 4-5-7-2 during those years was
similar, while an increase of type 3-5-6-2 and a decrease of type
3-6-6-2 was observed from 2014 to 2015. Interestingly, the distri-
bution of the types also varied depending on the season
(Figure 1c), with genotype 4-5-7-2 mostly detected during sum-
mer (both 2014 and 2015) in contrast to type 3-5-6-2, which was
more frequent from winter 2014 to spring 2015. Genotype 3-6-6-2
also showed a peak during spring 2014, whereas the other minor-
ity genotypes were detected in similar numbers among all seasons
from spring 2013 to spring 2016.

The four positive specimens detected from adults had the
same MLVA profile as the children, suggesting transmission of MP
within the same household.

Twelve out of the 137 cases were reinfections after 1 or
2 months from the primary specimen. In 9 specimens, the MLVA
type detected was the same as the initial sample; however, for
2 patients, the MLVA changed. In one case, the initial MLVA was
3-6-6-2 (March 2015) but the MLVA from the specimens obtained
in April and May 2015 was 3-5-6-2. For the other case, the initial
type was 3-5-6-2 (March 2016) whereas the specimen obtained
on April 2016 was 3-5-7-2. Given that both isolates had only a
single repeat change from the initial profile, the second detected
specimen could be a variant of the first isolate.

Clinical findings

Several parameters such as chest radiography, axillary temp-
erature, respiratory rate, presence of adenopathy, arthralgia and
pleural effusion were recorded, and a statistical analysis was
performed to determine if there was a relationship to the MLVA
type. Results are shown in Table 2; however, none of the clinical
symptoms evaluated was related to a specific MLVA type.
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Table 2. Characteristics and clinical symptoms distributed by MLVA type identified

MLVA type
% (n) from total of
Characteristic or 4-7-5-2 3-5-6-2 3-6-6-2 Other positive specimens
clinical symptoms (N=70) (N=40) (N=11) N=16) N=137) P value
Sex
male (n) 58.6% (41) 52.5% (21) 45.5% (5) 56.3% (9) 55.5% (76) 0.834
female (n) 41.4% (29) 47.5% (19) 54.5% (6) 43.7% (7) 44.53% (61)
Age group
<1year (n) 5.7% (4) 5.0% (2) 0.0% (0) 25.0% (4) 7.3% (10) 0.252
1-5years (n) 38.6% (27) 40.0% (16) 36.4% (4) 18.6% (3) 36.4% (50)
>5 years (n) 51.4% (36) 52.5% (21) 63.6% (7) 56.2% (9) 53.3%(73)
adult (n) 2.2% (3) 0.73% (1) 0.0% (0) 0.0% (0) 2.9% (4)
Body temperature
afebrile (n) 54.3% (38) 57.5% (23) 81.8% (9) 50.0% (8) 57.0% (78) 0.348
fever/slight fever (n) 45.7% (32) 42.5% (17) 18.2%(2) 50.0% (8) 43.0% (59)
Respiratory rate
eupnoea (n) 70% (49) 72.5% (29) 81.82% (9) 68.75% (11) 71.5% (98) 0.857
tachypnoea (n) 30% (21) 27.5% (11) 18.18%(2) 31.25% (5) 28.5% (39)
Lung auscultation
normal (n) 45.7% (32) 47.5% (19) 72.73%(8) 37.5% (6) 47.5% (65) 0.316
altered (n) 54.29% (38) 52.5% (21) 27.27% (3) 62.5% (10) 52.5% (72)
Chest X-ray
normal (n) 2.9% (2) 10.0% (4) 0.0% (0) 6.2% (1) 5.1%(7) 0.655
pathological (n) 80.0% (56) 72.5% (29) 90.91% (10) 81.3% (13) 78.8% (108)
not performed (n) 17.1% (12) 17.5% (7) 9.1% (1) 12.5%(2) 16.1% (22)
Adenopathies
absent (n) 97.1% (68) 97.5% (39) 100.0% (11) 100.0% (16) 97.8% (134) 0.857
present (n) 2.9% (2) 2.5% (1) 0.0% (0) 0.0% (0) 2.2%(3)
Arthralgia
absent (n) 97.1% (68) 97.5% (39) 100.0% (11) 100.0% (16) 97.8% (134) 0.857
present (n) 2.9% (2) 2.5% (1) 0.0% (0) 0.0% (0) 2.2%(3)
Stevens-Johnson syndrome
absent (n) 98.57% (69) 97.5% (39) 100.0% (11) 100.0% (16) 98.5% (135) 0.873
present (n) 1.43% (1) 2.5% (1) 0.0% (0) 0.0% (0) 1.5% (2)
Viral coinfection
absent (n) 58.6% (41) 42.5% (17) 72.7% (8) 56.25% (9) 54.7% (75) 0.232
present (n) 41.4% (29) 57.5% (23) 27.3%(3) 43.75%(7) 45.3% (62)

Viral infections were also evaluated in MP-positive
patients. Respiratory viruses were found in 45.3% of patients
(N=62), with two or more viruses detected in 12.4% of the
cases. A total of 79 virus-positive samples were detected,
listed in Table 4. The most frequently detected was Rhinovirus
(37.9%, 30) followed by Parainfluenza virus (15.2%, 12) and
Respiratory Syncytial Virus (13.9%, 11). The genotypes 4-5-7-2
and 3-5-6-2 were the most frequently co-infected with virus
(P=0.033).

MLr detection

The MP PCR-positive samples were further screened for point
mutations knownto confer MLr, and they were detected in 11 sam-
ples (8%, 10 patients), showing four different types of mutation,

three of them in region 1 and one in region 2: A2063G (N=7),
A2063T (N=1), A2064G (N=2) (region 1) and C2617A (N=1)
(region 2).

Among the resistant strains, the most frequent MLVA type was
4-5-7-2 (N=38), followed by 3-5-6-2 (N=3), and all of them were
detected between 2014 and 2016. All the resistant strains
detected were linked to a previous treatment with MLs. In six
cases, patients developed the resistance during the treatment
of the studied episode, with a specimen before treatment
being susceptible to MLs and having the same MLVA profile as
the after-treatment and resistant specimen. In four cases, re-
sistant strains were collected after ML treatment during the
ongoing or a previous CAP episode. The last case was a patient
whose brother previously had CAP caused by MP and was sub-
sequently treated with MLs.
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Figure 1. Molecular detection and typing of M. pneumoniae. (a) Detected cases of M. pneumoniae distributed by year. (b) MLVA types identified dis-
tributed by year. (c) MLVA types identified distributed by season during the time frame of the study.

Table 3. Performance of molecular diagnosis compared with serology
for the detection of Mycoplasma pneumoniae

Serology
Positive Negative Total
PCR Positive 75/88° 30/17° 105

Negative 72 199 271
Total 147/160° 229/216° 376
Sensitivity 51%/55%°
Specificity 87%/92%°
Overall agreement 73%/76%°

°Patients that showed seroconversion (second serology with a positive
result). PCR performed from nasopharyngeal aspirates.

Discussion

M. pneumoniae is known to cause between 20% and 40%’ of
CAP in children and young adults, with increasing resistance to
MLs,*3-2° which are the first-line treatment. Prevalence of MP CAP

in our region has not been widely studied yet, and, to the best of
our knowledge, this is the first study to document the MLVA types
circulating in our area as well as the MLr prevalence. During the
study period, a total of 137 (16.7%) specimens were positive
and could be further analysed for MLVA typing and MLr detection.
The proportion of positive samples detected is similar to that in
other European countries.?*:°

During our study, a higher number of positive cases was
detected during 2014 and 2015 (Figure 1a), probably related to a
higher number of specimens processed. In accordance with similar
studies found in the literature,?* the highest proportion of positive
cases was in children older than 5 years (N=73).

Culturing MP is usually performed in reference centres. Given
the prompt presence of IgM antibodies, especiallyin children, sero-
logical tests are the most often applied methods for MP diagnosis.
Different techniques have been used, such as complement fixation
tests, enzyme immunoassays or passive agglutination with
latex or gelatin particles, which have been extensively reviewed."
Usually, two samples (from initial and convalescent phases) are
required to demonstrate the seroconversion and to increase the
diagnostic sensitivity, although some authors have found that
using only an acute phase sample could lead to a diagnosis
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Table 4. Virus detected® distributed by MLVA type identified

MLVA type

Virus 4-7-5-2 (N=70) 3-5-6-2 (N=140) 3-6-6-2 (N=11) other (N=16) Total
Influenza virus 28.6% (2) 28.6% (2) 0.0% (0) 42.8% (3) 8.9% (7)
Metapneumovirus 0.0% (0) 0.0% (0) 0.0% (0) 100% (1) 1.3% (1)
Parainfluenza virus 66.7% (8) 25.0% (3) 0.0% (0) 8.3% (1) 15.2% (12)
Respiratory Syncytial Virus 27.3% (3) 36.3% (4) 18.2% (2) 18.2%(2) 13.9% (11)
Rhinovirus 53.3% (16) 36.7% (11) 3.3%(1) 6.7%(2) 37.9% (30)
Adenovirus 50.0% (5) 50.0% (5) 0.0% (0) 0.0% (0) 12.7% (10)
Bocavirus 0.0% (0) 50.0% (1) 50.0% (1) 0.0% (0) 2.5% (2)
Coronavirus 0.0% (0) 100% (2) 0.0% (0) 0.0% (0) 2.5% (2)
Enterovirus 50.0% (2) 0.0% (0) 25.0% (1) 25.0% (1) 5.1% (4)
Total 45.6% (36) 35.4% (28) 6.3% (5) 12.7% (10) 100% (79)

“Results are shown as the percentage with virus detected (n).

in up to 50% of cases.*':*? In our comparison of serology and
molecular methods, we found an overall agreement of 73%
between both techniques during the acute phase (first serum
sample positive, antibody titre >1/160). After the seroconver-
sion of 13 patients, the overall agreement increased to 76%.
Discrepancies between these methods can be explained due
the nature of the techniques.**** Immunosuppressed patients
or collecting the serology specimen too early during the acute
phase could lead to false-negative results.’® On the other
hand, in the event of a previous MP infection, IgM can be
detected for months or even years.**** Kim et al.*® suggested
to set the positivity cut-off to a titre >1/640 for the diagnosis of
acute-phase CAP. In our study, in 61 out of the 72 serology-
positive-PCR-negative cases, their antibody titres were really
close to the cut-off value (22 with a titre of 1/160 with no in-
crease during the convalescent phase and 46 cases with a titre
of 1/320), which could indicate previous contact with MP and
thus be false positives for the current acute infection. On the
other hand, 17 patients had negative serology but positive mo-
lecular detection of MP. It has been reported that MP can colon-
ize the nasopharynx for a long time without any clinical
manifestation. Meyer Sauteur et al.>” detected MP DNA in 48%
of healthy children tested as controls during their study, and
Nilsson et al.** were able to detect MP DNA for 7 weeks after the
clinical symptoms, even though the patients were correctly
treated with MLs. Further research would be necessary to clarify
the impact of carriers in the community on infection transmis-
sion. Molecular techniques can be valuable tools for MP diagno-
sis, and further allow the study of epidemic clusters by
performing molecular typing or the detection of resistance pat-
terns. Thus, combining serological methods with molecular
tools should improve MP diagnosis and avoid misinterpretation.

MLVA is a powerful genotyping tool that can be used to better
distinguish among strains.*® The genotypes 4-5-7-2 and 3-5-6-2
were the most abundant, as has been described in other
geographic areas such as Europe,®® the USA*® and China.'”
Furthermore, those genotypes were seasonal, with 4-5-7-2 mainly
detected during summer whereas 3-5-6-2 was mainly circulating

during winter and spring. Minority genotypes were evenly distrib-
uted within seasons and the years of the study.

Clinical aspects in MP pneumonia can be subtle and shared with
other viral or bacterial entities. However, some clinical findings or
an altered X-ray test, showing only bilateral pneumonia (20% of
cases), could help in its diagnosis.*** Thus, the most reliable diag-
nostic is direct or indirect pathogen detection. Respiratory viruses
were also tested for in patients with a confirmed MP pneumonia.
In most cases we detected multiple viral coinfections, which com-
plicated distinguishing whether the observed clinical symptoms
were due to the virus or MP. This has been observed before, as
some studies have shown that different viruses, such as
Rhinovirus, could be found in children without any symptoms;"z
thus their detection should be taken into consideration with some
caution. In our study, this virus was the most frequently detected.
However, it must be kept in mind that infections with other viruses
such as Parainfluenza or Respiratory Syncytial Virus could be
related to the clinical symptoms shared with MP.

In our study, no correlation was found between the MLVA type
and the different symptomatology, in contrast to what was
described by Yan et al.,** where the MLVA was linked to the clinical
outcome, although this group also found that some MLVA types, ir-
respective of their susceptibility profile, showed a higher risk of pro-
gression to severe MP pneumonia.

MLs are the first-line treatment for children with MP pneumonia
in our country.“* Fluoroquinolones and tetracyclines are generally
avoided in this population due to their side effects,*® although
countries with high rates of ML-resistant strains (such as Japan)
have approved tosufloxacin or minocycline as second-line drugs
for children with MP pneumonia who respond poorly to MLs.*®
Several studies reporting MLr have been published. The first resist-
ant strains were detected in Asia and were linked to broad ML
use,"’ with resistance rates that vary between 13% and 100% in
China'®2%“#-%0 or Japan.®**>2 Similarly, antibiotic pressure seems
to be the cause of the high resistance rate detected in Italy
(25.6%).2° Lower resistance rates have been described in other
European countries, such as 9.8% in France,'* 9.3% in England,?
1.2% in Germany** and 1% in Slovenia.”* Interestingly, no resist-
ant strains were detected in northern countries, such as Sweden.?®
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Eight percent of the strains tested had a point substitution in
domain V of the 23S rRNA gene that conferred resistance to MLs.
Interestingly, in 6 out of 11 patients, a shift to a resistant pattern
was detected from the initial to the second sample collected for
the dinical follow-up after ML treatment. It is important to high-
light that one of the resistant cases was resistant only after two
doses of MLs, as the treatment had to be interrupted due to an al-
lergic event. MLVA typing confirmed that it was probably the same
strain and not a reinfection with an already resistant strain. Given
that the MLr found in vivo is mainly linked to point mutationsin do-
mainV of the 23S rRNA,** only that region was analysed. However,
the real impact on the MLr phenotype of mutation on L4 and L22
ribosomal proteins remains unclear,“? and it should be addressed
with further studies.

Therising incidence of ML-resistant strains favoured by a previ-
ous ML treatment is a significant finding. Interestingly, symptom
clearance was observed in all ML-resistant CAP cases even after
maintaining ML as antibiotic therapy.

This study had several limitations. First, sera and nasopharyn-
geal aspirate were simultaneously collected for MP serological and
molecular diagnosis, respectively. Thus, when the CAP was sus-
pected to be caused by a virus, there were no sera available to per-
form a serological diagnosis of MP, which would have given a more
accurate comparison between the two techniques. Secondly, even
though the number of specimens investigated was high (N=821),
the final number of specimens positive for MP was relatively small
for statistical purposes (N =137). Thirdly, this study only covers a
small area of Spain. It would be interesting to perform a multi-
centre study to include several regions of our country in order to
corroborate our findings, preferably during an extended period
to determine the occurrence of infection peaks in our area and to
confirmthe distribution of the observed MLVA types.

In conclusion, we have described the first evaluation of
M. pneumoniae MLVA types circulating in our area. The most abun-
dant types found were 4-5-7-2 and 3-5-6-2, with an MLr rate of
8%. Given that the clinical course of CAP usually resolves spontan-
eously, and MLs are extensively employed in children, it should be
reconsidered whether the treatment is suitable in all cases, as it
may unnecessarily increase MLr.
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Abstract: Macrolide and fluoroquinolone resistance (MLr/FQr) in Mycoplasma genitalium (MG)
infections is concerning worldwide. Current guidelines recommend performing MLr detection in
MG-positive cases to adjust antimicrobial therapy. We aimed to evaluate the usefulness of PCR
followed by pyrosequencing for MLr detection in comparison with a one-step commercial assay and
to assess the prevalence of MLr and FQr in Badalona, Spain. A total of 415 MG-positive samples by
Allplex STI-7 (Seegene) were analyzed for MLr detection by pyrosequencing. From those, 179 samples
were further analyzed for MG and MLr by ResistancePlus® MG kit (SpeeDx) and 100 of them also for
fluoroquinolone resistance (FQr) by sequencing the parC gene. Regarding MG detection, Allplex and
Resistance Plus® showed an overall agreement of 87%, but this value rose to 95.4% if we compare
them for MLr detection. Prevalence of MLr was 23.1% in Badalona, but this rate increased to 73.7%
in the HIV-positive patients cohort. FQr detection showed 3% of resistant strains. Pyrosequencing
is a convenient and cheap technique for MLr detection, but one-step tools should be considered in
high-throughput laboratories. Despite the fact that MLr remained moderate and FQr was low in
our study, simultaneous MG and MLr detection would improve patient’s management applying
resistance-guided treatment strategies.

Keywords: Mycoplasma genitalium; macrolide; fluoroquinolone; resistance; Spain

1. Introduction

Mycoplasma genitalium (MG) is an important sexually transmitted pathogen responsible
for 15-20% of nongonococcal urethritis (NGU) in men [1]and cervicitis, pelvic inflammatory
disease, preterm birth, and abortion in women [2]. MG is a fastidious microorganism that is
difficult to grow from clinical samples and cellular culture is generally limited to reference
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laboratories [3]. For this reason, molecular detection is the most widely used method for
routine diagnosis of MG infection.

MG lacks a cell wall, being intrinsically resistant to beta-lactam antibiotics. Macrolides
(ML) have been extensively used worldwide as a first-line treatment, with quinolones as
second-line therapy. However, given the high capacity of this microorganism for acquiring
antibiotic resistance to both groups, MG becoming an untreatable sexually transmitted in-
fection (STI) is a plausible and close scenario. European guidelines recommend an extended
ML regimen to avoid macrolide resistance (MLr) acquisition in susceptible strains [4]. The
fourth-generation fluoroquinolone moxifloxacin is recommended as a second option if the
strain is resistant to macrolides [4]. Furthermore, treatment failures with both therapies
have already been reported—given by dual-resistant strains [5,6]. Alternatively, doxycy-
cline has also been used but with poor efficacy [7]. For this reason, pristinamycin has been
established as the primary third-line treatment for patients with ML or fluoroquinolone
treatment failure [4].

Therefore, according to current guidelines in STI, MG detection in symptomatic pa-
tients and subsequent MLr studies on positive cases should be performed to adjust antimi-
crobial therapy when ML resistance patterns are detected [4].

Macrolide resistance is caused by point mutations in region V of the 23S rRNA gene
at positions 2058, 2059 or 2062 (E. coli numbering). These mutations can be detected by
in-house techniques using a two-step approach performing MG detection first and analyz-
ing afterwards MLr presence in MG-positive cases [8,9]. Recently available commercial
kits can also be used [10], with many of them able to detect MG and MLr patterns in a
single step. Similarly, fluoroquinolone resistance (FQr) is mainly caused by mutations in
genes parC or gyrA [11] and detecting these patterns when MLr is detected or especially
after moxifloxacin treatment failure could be an interesting option to reserve third-line
antimicrobials for selected patients. Quinolone resistance-determining regions (QRDR) can
be studied by Sanger sequencing [12] or by new commercial assays authorized only for
research purposes [13,14].

Limited data are available regarding MG macrolide and fluoroquinolone resistance
in Spain [15-18]. The aim of this study was to evaluate pyrosequencing as an adequate
in-house technique for detecting MG MLr in our two-step routine, by comparing it to a
commercial one-step assay and to assess the prevalence of macrolide and fluoroquinolone
resistance in Badalona, Spain.

2. Results
2.1. Demographic Data and Clinical Findings

A total of 415 MG-positive specimens detected by Allplex STI-7 assay (Seegene Inc.,
Seoul, Korea) from 407 individuals were collected between 2016 and 2018 from people
who required STI diagnosis, being females in 75.9% of cases (1 = 309) and males in 24.1%
(n = 98). The mean age of the studied population was 26.2 years (ranging from 16 to 68).

The highest number of positive results was detected in patients up to 25 years-old
(n =199, 47.95%), followed by patients from 26 to 40 years-old (1 = 158, 38.07%) and older
than 40 years (1 = 58, 13.98%). More details about the samples analyzed and their origins
can be found in Table 1.

Information regarding clinical findings was registered by clinicians during the prospec-
tive part of study. Epidemiological information, medical records about symptomatology, or
reason for seeking a STI test was obtained for 136 out of 181 patients included, showing
that the most common cause was a previous intercourse with a STI-positive patient, fol-
lowed by urethritis and leukorrhea, as shown in Figure 1. More detailed information about
epidemiological data and clinical findings is presented in Table 2.
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Table 1. Samples and origin.

Sample Type
Origin = =

Endocervical Swab Urine  Rectal Swab Urethral Swab Total
ASSIR * 291 73 1 6 371
HIV Unit 0 18 17 2 37

Ginecology & Obstetrics 7 0 0 0 7
Total (n) 298 91 18 8 415
Total (%) 71.8 219 43 19 100.0
* ASSIR: Sexual Reproductive Health Centers.
Dyspareunia; 7;___ _Proctitis; 6; 4%

5% g

Unprotected sex;
8;6% )

Metrorrhagia; 9;

7%
| Asymptomatic*;
Leukorrhea; 11; _—1 70; 52%
8% \

Other**; 12; 9%

Urethritis; 12; _/
9%

Figure 1. Symptoms and signs of patients included during the prospective phase of the study (Symp-
tom, n, %). * Asymptomatic section includes STI contacts and patients with previous unprotected sex.
** Other: dysuria (n = 4), pruritus (n = 4), infertility (n = 2), test of cure (n = 1), amenorrhea (1 = 1).

Focusing on risk factors for a MG infection, our cohort included 38 known HIV-positive
males, including 94.7% (n = 36) men who have sex with men (MSM). Most of them were
asymptomatic (63.2%, n = 24) and, among those with symptoms, proctitis (15.8%, n = 6),
urethritis (13.2%, n = 5), or dysuria (7.9%, n = 3) were the most prevalent. Remarkably, in
the HIV-positive group, MG was the only pathogen detected in almost half of the cases

(n =17, 44.7%).

Coinfections with other STI agents were detected, such as Chlamydia trachomatis (n =1,
2.6%), Neisseria gonorrhoeae (n = 3,7.9%), and Treponema pallidum (n = 6, 15.8%, one case
jointly with N. gonorrhoeae). Other microorganisms such as Ureaplasma spp. or M. homi-
nis were found in 31.6% of patients but were not considered because of their uncertain

pathogenic role.

2.2. Detection of Macrolide and Fluoroquinolone Resistance

Among the 415 MG-positive samples detected by Allplex STI-7, 21 contained insuffi-
cient DNA to perform the resistance study, leaving a total of 394 specimens. Macrolide resis-
tance analysis was performed by two different methods: pyrosequencing, ResistancePlus®
MG kit, or by both methods. A subset of 100 samples was analyzed by both methods,
whereas additional 215 samples were processed by pyrosequencing only and 79 more by
ResistancePlus® MG kit only. The prevalence of macrolide resistance was 23.1%, with a
total of 91 samples harboring macrolide resistance-associated mutations. More details are

shown in Figure 2.
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Table 2. Epidemiological data and clinical findings of MG infections of 136 patients included in the
prospective phase of the study.

Women (1 = 83) MSW (n=17) MSM (n = 36)

Mean age (range) 27.5 (16-56) 30.3 (20-44) 36.7 (24-55)
HIV+ (n, %) - 2(5.3%) 36 (94.7%)
Specimens (1, %)
Endocervical swab 67 (80.7%) - -
Urine 16 (19.3%) 14 (82.3%) 17 (47.2%)
Urethral swab - 3(17.7%) 2 (5.6%)
Rectal swab - - 17 (47.2%)
Clinical findings
Symptomatic 40 (48.2%) 8 (47.1%) 13 (36.1%)
Asymptomatic 43 (51.8%) 9 (52.9%) 23 (63.9%)
STI coinfections
MG monoinfection 18 12 16
Chlamydia trachomatis 102 - 1
Neisseria gonorrhoeae - - 3
Syphilis (data only from HIV+ patients) - 1 4
Commensal mycoplasmas * 55 4 12
Macrolide resistance 25/80 ** (31.2%) 11/17 (64.7%) 25/36 (69.4%)
A2058G (pyrosequencing) 14 (32.5%) 2(11.8%) 11 (30.6%)
A2059G (pyrosequencing) 9 (20.9%) 8 (47.1%) 4(11.1%)
A2058T (pyrosequencing) 2 (4.6%) 1(5.9%) .
Resistance detected (ResistancePlus™) Not determined  Not determined 10 (27.8%)
No resistance detected (ResistancePlus®) Not determined  Not determined 5 (13.9%)
Wild-type (pyrosequencing) 55 (35%) 6(35.2%) 5 (13.9%)
Not performed 3 (7%) - 1 (2.7%)
Fluoroquinolone resistance 1/28 1/9 -
Yes (parC mutation) 1 1 -
No 27 8 -
Not performed 55 8 -

MSW—men who have sex with women; MSM—men who have sex with men. * Commensal mycoplasmas—M.
hominis, U. paroum, U. urealyticum. ** Three women samples could not be analyzed for MLr. * In 8/10 cases,
codetection with other agents (M. hominis, Ureaplasma spp.). © In all cases, codetection with U. paroum.

Tested only by tras
pyrosequencing assay ! ML" ——

N=215 rely

Samples with enough Tested only by

MG+ samples DNA to perform Resistance Plus® MG MLr strains

N=415 resistance studies kit N=19

N=394 N=79

Tested by both methods MLr strains

N=100 N=55

MLr strains |

N=91 (23.1%)
Figure 2. MLr strains detected during the study period.

Macrolide resistance prevalence was also calculated in both study periods, observing
a slight increase in 2018 (26%) in relation with the previous phase (22.2%).

Interestingly, when focusing on the HIV cohort only, the prevalence of macrolide
resistance was 73.7% (28/38), with the clinical records showing a previous antibiotic
regimen in 19.8% of cases, predominantly macrolides.

A total of 72 specimens had a mutation conferring MLr detected by pyrosequencing
and this method revealed four different types of mutation. The most prevalent mutation
was A2058G (1 = 41, 56.9%), followed by A2059G (n = 27, 37.5%), A2058T (1 =3, 4.2%), and
A2062T (n =1, 1.4%).

The subset of 100 samples with MLr detected by pyrosequencing was further analyzed
for MLr by the ResistancePlus® MG kit and for fluoroquinolone resistance detection. As
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the ResistancePlus® MG assay offers MG detection data, a comparison between that assay
and the Allplex STI-7 assay could be performed, with an overall agreement regarding
MG detection of 87% between both techniques. When MLr detection was compared, the
agreement between the ResistancePlus® MG kit and pyrosequencing was 95.4%.

Regarding fluoroquinolone resistance (FQr), 97 out of the 100 samples showed a
wild-type parC gene, whereas three of them had the mutation Ser83(80)Ile. Remarkably,
these three strains were also macrolide resistant, corresponding in two cases to men with
urethritis and one 18-year-old woman for whom the first sample (collected after an empiric
5 day-course ML treatment) showed an A2059G mutation/parC wild-type strain. The
woman was subsequently treated with moxifloxacin and the test of cure showed a double
resistance pattern (A2059G/Ser83(80)Ile) after fluoroquinolone therapy.

3. Discussion

Mycoplasma genitalium is a pathogen associated with NGU, balanoposthitis, and chronic
prostatitis in men, as well as cervicitis and PID among other consequences in women [1].
Treatment failures are especially concerning due to MG’s capacity of acquiring mutations
that confer macrolide or fluoroquinolone resistance. Since 1983, when MG was described as
anew species in the urogenital tract [19], multiple reports focusing on antibiotic resistance
have been published in Europe [20] and worldwide [21]. Unfortunately, there are limited
data of MG infections and resistance patterns in Spain [15-18].

Most of the MG-positive results came from people below 25 years-old in our study,
related to the epidemiological surveillance system to monitor C. trachomatis (CT) performed
in Catalonia since 2007. This fact implies that the higher burden of samples received in the
microbiology departments for STI testing belong to this population group. Among the HIV
cohort, rectal positivity was higher in asymptomatic patients, as previously described by
Read et al. [22].

In our setting, multiplex PCR detecting seven STIs and urogenital bacteria (C. trachoma-
tis, N. gonorrhoeae, M. genitalium, T. vaginalis, M. hominis, U. urealyticum, and U. paroum)
is currently employed [23]. However, according to most international guidelines [4,24],
MG testing is only recommended based on presence of symptoms or in current sexual
partners of persons infected with MG in order to avoid unnecessary treatments leading
to antibiotic resistance [25,26]. In our case, if MG is detected, clinical records are checked
to look for symptoms. If there is no history of any patient’s symptomatology or if the
patient is not a sexual partner of a positive case, MG positivity is not displayed. In the same
way, commensal bacteria such as Ureaplasma spp. or M. hominis can be detected with the
multiplex PCR simultaneously to “true” STI agents. Given their uncertain pathogenic role
and controversial treatment benefits [27], these bacteria are only reported in exceptional
cases to avoid antimicrobial resistance development.

A comparison between the Allplex STI-7 and the ResistancePlus® MG kit for the
detection of MG was performed in a subset of 100 samples, with an overall agreement of
87% (87/100). For 13 discordant cases, ResistancePlus® MG kit did not detect MG while
Allplex gave a positive detection, with a subsequent successful 23S rRNA gene pyrose-
quencing. Therefore, the MG-negative results by the ResistancePlus® MG kit could be
explained by low bacterial load plus potentially loss of DNA integrity due to an addi-
tional freeze—thaw cycle (specimens were first tested by the Allplex STI-7 assay and then
frozen at —20 °C until tested by ResistancePlus® MG). The target used for MG detection by
Allplex STI-7 is unknown, while the assay ResistancePlus® MG amplifies the MgPa gene.
Thus, a higher sensitivity in the target used by Allplex could also be responsible for its
superior performance.

Pyrosequencing was employed as our main technique to detect MLr, given our prior
experience of MLr mutation detection in M. pneunioniae [28]. Samples from quality controls
were used as references, demonstrating the robustness of the developed method. The com-
mercial assay ResistancePlus® MG kit was also evaluated in a subset of 100 samples. This
assay is very convenient for high-throughput laboratories and can be easily implemented
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in routine diagnosis, allowing MG detection and macrolide resistance determination as a
one-step method without requiring specialized instrumentation and covering that need
reflected in the current guidelines [4]. However, this assay is not suitable for epidemi-
ological or research purposes on mutation types as it only detects a specific set of 23S
rRNA variations associated with MLr but does not distinguish among them nor detects
new ones, in contrast to pyrosequencing. Additionally, the lack of a 23S internal control
for MLr targets implies that this kit does not discern between absence of mutation and
absence of 235 rRNA gene amplification, leading to a risk of false susceptible results when
the 23S rRNA gene is not amplified, as previously reported by Le Roy et al. [29]. When
compared with pyrosequencing, the overall agreement was 95.4% (83/87). Among the
four discordant results, one mutated strain by pyrosequencing was informed as negative
by ResistancePlus® MG due to late detection (Ct > 30), which might correspond with low
bacterial load. Unfortunately, due to insufficient material, those four specimens could not
be tested again.

Overall, the macrolide resistance rate detected in our setting was 23.1%. Our rate
is similar to other studies performed in different parts of our country [30-32]—slightly
higher than the 16.3% detected in the Basque Country [17] but lower than the 36.4%
reported by de Salazar et al. [33] in southern Spain. However, their cohort included 25%
of MSM versus 9.1% in our cohort. Focusing on Catalonia, our prevalence of resistance
is similar to the one reported by Munoz-Santa et al. (23%) [34] and between the rates
published by Lucena-Nemirosky et al. (12.6%) in a routine diagnostic service [18] and
Fernandez-Huerta et al. (36.1%) in a STI Unit [15].

Among the HIV cohort, given that 94.7% of them were MSM, the high rate of MLr
(73.7%) is consistent with previous data reported by Barbera et al. in Spain [35], demon-
strating that MSMs have a higher risk of acquisition of macrolide-resistant MG, and by
Dionne-Odom et al.’s study, reporting a prevalence of multidrug resistant MG of 74.1% in
HIV-MSM patients in Alabama [36]. The subsequent risk of treatment failure highlights the
need to perform diagnosis and macrolide resistance detection simultaneously.

Fluoroquinolone resistance (FQr) detection performed in a subset of samples (n = 100)
showed 3% of resistant strains that harbored Ser83Ile mutation in the parC gene. This rate
is slightly lower than those described in our country by Ferndndez-Huerta et al. (8.8%),
Pifeiro et al. (7.9%, but not all of them were clearly implicated in treatment failure),
de Salazar et al. (9.1%), and Adelantado and Beristain (5.5%) [13,17,32,33]. However, our
results are concordant with the lower FQr prevalence detected in WHO European regions,
in comparison with Western Pacific territories [21].

This study has several limitations. Firstly, our study population comprehended both
symptomatic and asymptomatic individuals. This fact could affect macrolide and fluoro-
quinolone resistance values, in comparison with other Spanish studies [15,33]. Secondly, it
was not possible to test all samples for ML resistance with both methods simultaneously.
The use of only 100 samples for the comparison of both methods is a limitation of the
study but gives a good insight into the usefulness of the pyrosequencing assay. Thirdly, for
fluoroquinolone resistance, only parC gene was sequenced for being the most frequently
involved in moxifloxacin failure [11].

4. Materials and Methods
4.1. Study Setting, Patients and Sample Collection, and Study Design

The Laboratori Clinic Metropolitana Nord, Germans Trias i Pujol University Hospital
(Badalona, Spain) is a laboratory with an influence area covering a total of 1,500,000 inhabitants
with more than 100 primary care facilities—including Sexual Reproductive Health Centers
(ASSIR)—that centralizes the analysis of all the specimens together with the ones derived
from the tertiary hospital Germans Trias i Pujol.

A total of 415 samples were collected by physicians between 2016 and 2018 from
407 patients for whom STI testing was ordered, including symptomatic, asymptomatic, or
STI contacts.
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Most samples (1 = 371) belonged to young people recruited in ASSIRs for epidemio-
logical surveillance purposes to monitor C. trachomatis (CT) prevalence among those under
25 years of age with high-risk sexual behavior [37]. This surveillance has been performed
in Catalonia since 2007. The other 44 samples were from the HIV Unit or Gynecology and
Obstetrics Department of the Germans Trias i Pujol University Hospital.

The study was designed with a retrospective and a prospective part. For the first
phase, a retrospective analysis included 234 MG-positive samples received between 2016
and 2017. During the second phase, a one-year prospective study was carried out from
December 2017 to November 2018. A total of 181 MG-positive samples were collected from
173 patients that required STI testing at our medical institution or ASSIR Centers (Badalona
and Matarg, Barcelona, Spain). Detailed information is displayed in Table 1.

4.2. Clinical and Microbiological Data

Demographic data (gender, age) were recorded for all MG-positive patients, and
epidemiological information such as risk factors for STI (more than 2 sexual partners in
the last 6 months, new sexual partner, intermittent condom use, prior STL...), previous
antibiotic therapy, symptomatology, and current treatment was registered in the prospective
study when available (136 out of 181 patients included in the prospective evaluation).
Microbiological data such as the detection of concomitant STIs, syphilis, or HIV, was
provided by the Microbiology Department. More information can be found in Table 2.

4.3. Diagnosis of Mycoplasma genitalium

A variety of samples including endocervical, urethral, or rectal swabs and urine
samples were molecularly tested for sexual transmitted diseases using the Real-Time PCR
STI detection Allplex STI-7 Assay (Seegene Inc., Seoul, Korea), following the manufacturer’s
instructions. DNA was previously extracted by either the Microlab NIMBUS (Hamilton
Company, Reno, NV, USA) or the STARIet IVD platforms (Seegene Inc., Seoul, Korea).

4.4. Macrolide and Fluoroquinolone Resistance Detection

MG-positive samples were subsequently investigated for macrolide resistance by py-
rosequencing, as previously described [28], but using the primers described by Jensen et al.
for both PCR and pyrosequencing [8]. The pyrosequencing protocol was optimized using
a total of 6 MG-positive samples from external European and Spanish quality programs
(Quality Control for Molecular Diagnostics program—QCMD and SEIMC Quality Con-
trol Program), sent to multiple laboratories as reference samples for MG detection and
macrolide resistance analysis. Given that the mutations associated with macrolide resis-
tance are located in region V of MG 23S rRNA gene, our prior pyrosequencing protocol [28]
was modified to a single 45 cycles amplification with a final volume of 50 uL. As previously
described by Spuesens et al. [38], this protocol includes four general steps: generating
5'-biotynilated products, processing PCR products to obtain single-stranded DNA where
the sequence primer will anneal, sequencing, and analyzing the results.

With this purpose, PCR mixtures (50 uL) contained 0.4 uM of the biotinylated primers
Mg 235-1992Bio and Mg 23S-2138R [8], 0.2 mM of deoxynucleoside triphosphate set (Sigma
Aldrich, San Luis, MO, USA), 1x Pfu Buffer (Promega Corporation, Madison, WI, USA),
0.02 U/ uL of Pfu DNA polymerase (Promega), 26.6 uL of PCR grade water, and 15 uL of
DNA template. The following cycling conditions were used: 5 min at 94 °C, followed by
45 cycles of 30 s at 94 °C, 30 s at 58 °C, and 30 s at 72 °C. A negative control was taken
along in each PCR run. The presence of the 147-bp amplified fragment was detected by
high-resolution capillary electrophoresis (QIAxcel® Advanced System, Qiagen, Germany).

The resulting biotinylated products were immobilized to Streptavidin Sepharose™
High Performance beads (GE Healthcare) and processed to obtain high-quality single-
stranded DNA using the Pyromark™ Vacuum Prep Workstation, according to manufac-
turer’s instructions. The immobilization and pyrosequencing reactions were based on the
protocol of Spuesens et al. [38] with the following modifications: a total 4 uL of streptavidin
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beads and 26 pL of H,O per sample were used, and the plates were mixed for 10 min
instead of 15 min [28].

To evaluate pyrosequencing as an adequate method for MLr study in MG, a subset
of 100 samples previously processed by pyrosequencing and that included strains with
A2058G (n = 36), A2059G (1 = 25), or A2058T (1 = 3) mutations and WT samples (1 = 36)
(including five samples from the European Quality Control—QCMD) was further analyzed
by ResistancePlus® MG kit (SpeeDx, Sydney, NSW, Australia). This kit offers the simulta-
neous detection of MG and 5 mutations at positions 2058 and 2059 in the 23S rRNA gene
(E. coli numbering) that are associated with macrolide resistance.

Finally, fluoroquinolone resistance was detected in the same subset by sequencing the
parC gene [39,40]. Both processes were carried out at the University of Bordeaux, France.

5. Conclusions

This study provides valuable information about M. genitalium macrolide and fluoro-
quinolone resistance rates in the young population with STI risk in Badalona, Spain, where
there was a lack of data for comparison with other European countries. Pyrosequencing,
despite being more time-consuming, is a cheap and useful tool to detect MLr, allowing
epidemiological purposes and new mutations description. Given the rate of resistant
strains detected in Badalona, Spain, simultaneous and accurate diagnosis of MG and its ML
resistance patterns, using either in-house or commercial near-patient reagents that provide
results without delay, should be implemented in clinical laboratories. These technologies
could substantially improve patient’s clinical management applying resistance-guided
treatment strategies, decreasing treatment failures, and lowering total costs.
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Listado de abreviaturas
Ac: anticuerpo
ADP: adenosin difosfato
Ag: antigeno
RNA: acido ribonucleico
ATP: adenosin trifosfato
BAL: lavado broncoalveolar
CMI: concentracién minima inhibitoria
CT: Chlamydia trachomatis
DNA: acido desoxirribonucleico
EIP: Enfermedad inflamatoria pélvica
FTIR: Espectroscopia de Infrarrojos por Transformada de Fourier
G+C: guanina y citosina
HSH: hombres que tienen sexo con hombres
ID: indice de discriminacion
IFN-y: interferbn gamma
Ig: inmunoglobulina
IL: interleucinas
ITS: infecciones de transmision sexual
kDa: kilodalton
kb: kilobases
LAMP: loop-mediated isothermal amplification
LPS: lipopolisacarido
MALDI-ToF: Matrix-assisted laser desorption/ionization - time of flight

MLVA: multiple-locus variable-number tandem-repeat analysis
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Mpb: pares de megabases

NA-SERS: nanorod array-surface enhanced Raman spectroscopy
NAC: neumonia adquirida en la comunidad

NASBA: Nucleic Acid Sequence Based Amplification
NG: Neisseria gonorrhoeae

NGS: Next Generation Sequencing

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PMN: leucocitos polimorfonucleares

POC: point of care

PPLO: pleuropneumonia-like organisms

rRNA: 4cido ribonucleico ribosémico

SJS: Sindrome de Stevens-Johnson

SNC: sistema nervioso central

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa

TOC: test of cure

UNG: Uretritis no gonocdcica

VIH/HIV: virus de la inmunodeficiencia humana

WGS: Whole Genome Sequencing
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1. Introduccioén

1.1 Género Mycoplasma

1.1.1. Descubrimiento/historia
Con el objetivo de proporcionar una informacion util y ordenada, considero necesario
realizar, en primer lugar, una pequefia revision acerca del origen etimolégico del término
“‘mycoplasma”, para, a continuacion, hacer un repaso histérico sobre el descubrimiento de
las principales especies, centrandonos en las dos que son objeto de esta tesis:

Mycoplasma pneumoniae y Mycoplasma genitalium.

Etimologia del término “micoplasma”

El término “mycoplasma” (de aqui en adelante, micoplasma) tiene origen griego (mykes:
hongo, plasma: formado) y fue propuesto por primera vez en 1889 por Albert Bernhard
Frank, biélogo aleman, para designar al organismo productor de nédulos en las raices de
las leguminosas. Inicialmente lo identific6 como un hongo, dado que citolégicamente
formaba unas estructuras invasivas similares a micelio fangico (no se conocia ninguna
bacteria capaz de producir hifas), considerandolo una mezcla de protoplasma flingico y

vegetal.

Posteriormente, en 1897, Jakob Eriksson mantuvo el concepto de hongo, y usaba el
término micoplasma para referirse a “la forma simbidtica latente en la que el hongo vivia
durante largos periodos de tiempo en la planta afectada”. Se gener6 una gran controversia
con este término, y no fue hasta 1929 cuando Julien Nowak decidi6 utilizarlo nuevamente
en su publicacion acerca del microbio causal de la pleuroneumonia bovina, pero en esta

ocasion, con caracter taxondémico.

Finalmente, en 1955, y a pesar de que este término originariamente se hubiese utilizado
en micologia, la forma protoplasmica con gran plasticidad celular y la estructura similar a
un micelio concordaba perfectamente con los agentes causales de la pleuroneumonia
bovina. Tras la aceptacion por el Comité Internacional en Nomenclatura Bacteriana,
Freundt fue el encargado de escribir la descripcion y clasificacién de Mycoplasmatales para
la séptima edicion del Manual Bergey, en el cual se acept6 esta nomenclatura como

legitima y adecuada para designar taxonémicamente el género (1).

El descubrimiento de los micoplasmas a lo largo de la historia

Para encontrar los primeros datos reportados sobre las especies pertenecientes a este
género, debemos remontarnos a 1898, cuando Nocard y Roux describieron el primer

micoplasma aislado en cultivo. Este se trataba del agente causal de la pleuroneumonia
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bovina, actualmente conocido como Mycoplasma mycoides subsp. mycoides (2). En los
afos posteriores, se sospecho de la existencia de ciertas “bacterias parasitas” relacionadas
con la enfermedad en animales (y su posible implicacién en patologia humana), que fueron
catalogadas como organismos similares a los que producian pleuroneumonia bovina
(PPLO, pleuropneumonia-like organisms), dado su parecido al agente descrito

previamente.

En 1930, Klieneberger propuso que se tratarian de “formas L” de las bacterias, carentes de
pared celular, pero que estarian asociadas por simbiosis a otras bacterias que si poseian
pared (3). En ese momento, se inicié un amplio debate entre aquellos que pensaban que
los micoplasmas se trataban de una especie Unica, frente a los que defendian que se
trataba de variantes carentes de pared de otras especies bacterianas ya conocidas y que,

por tanto, no merecerian una categoria taxonémica propia.

El término micoplasma se emplearia entonces de forma generalizada para englobar a todos

aquellos microorganismos PPLO, con independencia de su origen humano o animal.

En 1937, Dienes y Edsall detectaron y aislaron el primer micoplasma en humanos en un
absceso de una glandula de Bartolino (4), y fue probablemente el que hoy conocemos

como Mycoplasma hominis.

Posteriormente, Eaton y colaboradores consiguieron aislar en tejido celular un nuevo “virus”
causante de neumonia atipica en 1944 (5). Para ello, utilizaron esputos provenientes de
pacientes enfermos e inocularon, por via intranasal, suspensiones de dichos esputos a
diversos roedores y embriones de pollo. Con este experimento, constataron la aparicion de
una clinica y lesiones pulmonares similares a las observadas en humanos. Ademas, el uso
de suero de la fase de convalecencia de pacientes con neumonia atipica (pacientes que
ya estan en el periodo de recuperacion de la enfermedad) neutralizaba el cuadro
neumonico, no siendo asi con el suero obtenido en la fase aguda del proceso. Gracias a
este experimento, el “virus” en cuestion recibio el nombre de Agente Eaton, y es el que en

la actualidad conocemos como Mycoplasma pneumoniae.

En los afios 50 se realizaron diversos experimentos y estudios de campo en voluntarios,
gue confirmaron que el agente Eaton podia causar infeccion respiratoria de vias bajas en
humanos y que ademas producia una respuesta inmune especifica, generando anticuerpos

gue protegian al individuo frente a las manifestaciones mas graves en las reinfecciones (6).

Paralelamente, en el afo 1954, Shepard describié las “cepas T” de micoplasma o T-

micoplasmas (en referencia a “tiny-form colonies”, por su pequefio tamano que oscila entre
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7 y 15um). Estos T-micoplasmas fueron clasificados posteriormente como ureaplasmas, y
se aislaron por primera vez in vitro a partir de muestras de pacientes con cuadros de
uretritis no gonocécica (UNG) y asintomaticos (7). Durante esta década, también se

describieron otras especies, como M. fermentans y M. salivarium.

Durante muchos afios, el agente Eaton continuaba considerandose un posible virus, pero
diversos estudios contrariaban esta definicién. Por un lado, su mayor tamafio (180-250um)
respecto al correspondiente para los virus y por otro, su sensibilidad a diversos antibiéticos,
ponian en entredicho esta clasificacion. Se realizaron multiples trabajos para profundizar
en el conocimiento de este agente: Marmion y Goodburn consiguieron observar formas
cocobacilares en epitelio bronquial de un embrién de pollo infectado con el agente Eaton
(8) y Clyde reporté la presencia de formas extracelulares, similares a colonias, en tinciones
de tejidos previamente infectados (9). Estas visualizaciones concordaban con los puntos
de positividad observados en los estudios de inmunofluorescencia, por lo que, en ese
momento, se planted la posibilidad de que el agente Eaton se tratase en realidad de un
PPLO y no de un virus. Finalmente, Chanock et al. consiguieron cultivar de forma
extracelular el agente en 1961 (10), confirmandolo como un PPLO y proponiendo en el afio

1963 su nomenclatura actual (11).

Fue precisamente en esta década de los sesenta cuando finalmente se demostré que los
micoplasmas eran un conjunto Unico dentro de los procariotas y totalmente diferenciados
de las “formas L” bacterianas. Su incapacidad para sintetizar una pared celular
independientemente de las circunstancias, su contenido en guanina-citosina y los ensayos

de hibridacién DNA-DNA hacian de ellos un grupo digno de tener nomenclatura propia.

En los afios setenta, se comenzo a estudiar pacientes que poseian clinica de uretritis aguda
no gonocacica en los que no se conseguia aislar ninguno de los patdgenos causantes ya
conocidos, como clamidia, ureaplasmas o diversas especies de micoplasmas urogenitales.
Curiosamente, dichas infecciones respondian al tratamiento con tetraciclina, lo que hacia
pensar que alguna nueva bacteria no descrita hasta ese momento podia ser la responsable
del cuadro. Ademas, la observacion microscépica en campo oscuro de exudados uretrales
de pacientes con uretritis, en ocasiones revelaba la presencia de formas espirales méviles
gue no correspondian con Treponema pallidum. Estos microorganismos helicoidales
recordaban al género Spiroplasma, cuyas especies infectan animales y plantas, por lo que

la idea de una nueva especie que infectara a los humanos comenz6 a tomar fuerza (12).

En 1981, Taylor-Robinson et al. consiguieron cultivar y aislar, en medio SP4 y tras casi un

mes de incubacion, un nuevo patdgeno en 2 de 13 pacientes con clinica de uretritis no
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gonocécica, el cual correspondia con un micoplasma pero con caracteristicas biologicas,
patogénicas y seroldgicas propias y distintas al resto de especies descritas previamente,

por lo que fue propuesto como una nueva especie: Mycoplasma genitalium (12, 13).

Desde el descubrimiento de M. genitalium, otras cuatro especies han sido descritas en el
ser humano: en 1985, Mycoplasma pirum (14), aislado posteriormente en pacientes con
VIH pero sin implicaciones clinicas definidas; en 1991, Mycoplasma spermatophilum
(aislado en muestras de semen y endocetrvicales) (15) y Mycoplasma penetrans, cuya
mayor parte de los aislamientos se ha realizado en pacientes VIH (16) y, finalmente,
Mycoplasma amphoriforme en 2005 en el tracto respiratorio de pacientes con bronquitis

recurrente (17).

1.1.2. Clasificacion taxondmica de Mollicutes

Las bacterias del género Mycoplasma (familia Mycoplasmataceae, orden
Mycoplasmatales) son microorganismos procariotas taxonomicamente englobados en la
clase Mollicutes. Dicho vocablo proviene del latin (mollis: suave, cutis: piel), haciendo

referencia directa a la carencia de pared celular que presenta este género.

La clase Mollicutes engloba a microorganismos que carecen de pared celular, asi como de
dotacion genética para la sintesis del peptidoglicano y poseen un menor tamafo que la
mayoria de las bacterias. Su clasificacion taxonémica es compleja y ha ido variando a lo
largo de los afios. En 1978, Gibbons y Murray propusieron que la mayor parte de los
procariotas deberian clasificarse en funcién de la presencia y tipo de pared celular o su
ausencia (18). Inicialmente, todos aquellos microorganismos carentes de pared celular se
incluyeron en un unico grupo. Posteriormente, los estudios genéticos basados en 16S
RNAr mostraron que los mollicutes habian evolucionado a partir de células grampositivas
tipo Clostridium por sucesivas deleciones genéticas, lo que los relacionaba
filogenéticamente con la division Firmicutes (19). El hecho de englobar a los mollicutes
junto a diversos géneros de bacterias grampositivas, llevé a Murray, en 1984, a proponer
gue la clase Mollicutes se diferenciase en la nueva divisién Tenericutes (20). Tras diversos
cambios, esta clasificacion es la que se encuentra vigente en la actualidad, tal como queda

reflejada en la versiébn mas reciente del manual Bergey (21).

El término “micoplasma” se ha utilizado clasicamente para referirse a todos los integrantes
de la clase Mollicutes, en la actualidad se prefiere reservar esta nomenclatura Gnicamente
para los microorganismos del género Mycoplasma, utilizando “mollicutes” como término

mas apropiado para referirse al grupo completo.
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La clase Mollicutes comprende a su vez cuatro 6rdenes bacterianos: Mycoplasmatales,

Entomoplasmatales, Acholeplasmatales y Anaeroplasmatales.

El analisis de las secuencias de 16S rRNA ha permitido clasificar los Mollicutes en 6rdenes,

gue incluyen diversas familias y géneros (21):

¢ Orden Mycoplasmatales: incluye los géneros Mycoplasma y Ureaplasma, asi como
dos géneros de bacterias hemotropicas, Eperythrozoon y Haemobartonella,

antiguamente agrupados en Rickettsia.

e Orden Entomoplasmatales: aislados en insectos y plantas. Incluye los géneros
Entomoplasma (requiere colesterol para su crecimiento), Mesoplasma (no

requieren colesterol para su crecimiento) y Spiroplasma.

e Orden Acholeplasmatales: incluye el género Acholeplasma, asi como los
fitoplasmas, una serie de especies no cultivables cuyo ciclo se desarrolla en plantas
e invertebrados, a los cuales se ha englobado provisionalmente en el género

“Candidatus Phytoplasma”.

¢ Orden Anaeroplasmatales: anaerobios estrictos. Incluye los géneros Anaeroplasma

(requiere esteroles para su crecimiento) y Asteroleplasma (no requiere esteroles).

En esta tesis se profundizara en el conocimiento de dos de las especies del género
Mycoplasma, Mycoplasma pneumoniae y Mycoplasma genitalium, por tratarse de dos de

las principales especies patdgenas para el ser humano.

1.1.3. Caracteristicas celulares
Las bacterias del género Mycoplasma (familia Mycoplasmataceae, orden
Mycoplasmatales) pertenecen a la clase Mollicutes, y constituyen un grupo complejo y
excepcional entre los procariotas. Caracterizados principalmente por poseer un Unico
cromosoma circular de entre 0.58 a 2.2 Mpb, un bajo contenido en guanina y citosina (G+C,
23-40% molar) y la ausencia permanente de pared celular, siendo incapaces de sintetizar

ni la pared ni sus precursores en ninguna circunstancia.

Los estudios de las secuencias del 16S rRNA sugieren que esta clase habria evolucionado
a partir de un ancestro comun tipo Clostridium, que mediante sucesivas deleciones
genéticas, dio lugar a un grupo de bacterias grampositivas (incluyendo bacilos,
estreptococos y lactobacilos) con un bajo contenido en G+C y genoma bacteriano de

pequefio tamafio hace unos 605 millones de afios (22).
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Mycoplasma hominis
Ureaplasma urealyticum
* | Mycoplasma pneumoniae

Mycoplasma coccoides
— Spiroplasma apis
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides
I 4'} Entomoplasma ellychniae
Mesoplasma florum
Spiroplasma citri
Spiroplasma ixodetis
Acholeplasma laidlawii
‘ ‘Candidatus Phytoplasma’ strain OY-M
Anaeroplasma abactoclasticum
Asteroleplasma anaerobium

Clostridium innocuum

Scale: I - |
0.1 substitutions/site

Figura 1: Filogenia de los micoplasmas reconstruida por comparacion de secuencias de 16S rRNA.

Extraida de: Brown DR. Tenericutes. Bergey's Manual of Systematics of Archaea and Bacteria. p. 1-3

En general, son bacterias aerobias o anaerobias facultativas con una serie de
requerimientos nutricionales especificos que hacen que su cultivo sea altamente fastidioso,
con una temperatura optima de crecimiento de 37°C, pero cuyo rango puede oscilar entre
20°C y 45°C. Su tamafio es menor que la mayoria de las bacterias. De hecho, son las

bacterias mas pequefias con vida libre y capacidad de divisién auténoma.

La mayoria de las especies son especificas para cada huésped. Entre las 15 especies de
micoplasmas aisladas en el ser humano, trece de ellas pertenecen al género Mycoplasma
y dos al género Ureaplasma, siendo la boca, el tracto respiratorio superior y el
genitourinario sus principales tejidos de colonizacion. Muchas de las especies son
comensales a nivel orofaringeo, pudiendo causar dificultades diagnosticas con especies

patégenas como M. pneumoniae si se desplazan al tracto respiratorio inferior.

Su distribucién es universal en la naturaleza, y entre las mas de 200 especies descritas,
observamos que una gran mayoria de ellas corresponden con especies comensales y un

pequefio porcentaje actiian como patdgenas, ya sea en el hombre, animales o plantas.

Su transmisién puede darse por contacto directo venéreo (genital-genital y oral-genital),
transmision vertical (por via intrauterina o al nacimiento), por aerosoles respiratorios o
fomites (como en M. pneumoniae) o incluso se podria dar una transmision yatrogénica en

el caso de tejidos trasplantados.

Para establecer si una especie es comensal o patdgena, el hecho de aislarla en un
individuo sano no implica necesariamente que se trate de una especie comensal, asi como

su deteccién en un tejido de un paciente enfermo no es un factor suficiente para establecer
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su capacidad de producir enfermedad (especialmente cuando se aisla junto a otras

especies bacterianas).

Tal como referia el doctor D. Taylor-Robinson en 1996 (23), los criterios que debe cumplir

una especie para ser catalogada como patégena son los siguientes:

1. Latasa de aislamiento en pacientes/animales enfermos debe ser significativamente

superior a su aislamiento en sanos.

2. Un numero mayor de micoplasmas de la especie en estudio son recuperados de

pacientes/animales enfermos y no de sanos.

3. Se observa una respuesta inmune especifica con la formaciéon de anticuerpos en
los pacientes/animales enfermos y ocurre de forma significativamente mas

frecuente que en los sanos.

4. Existe respuesta clinica al tratamiento con antibiéticos al que el micoplasma es

sensible in vitro y que lleva a la eliminacién de la bacteria.

5. El antibiético que inhibe el micoplasma, pero no otros agentes, produce un efecto

clinico beneficioso.

6. Cuando un micoplasma de origen humano infecta a un animal, produce en €l una
enfermedad similar a la que produce en humanos, susceptible al antibibtico

correspondiente y asociada a una respuesta inmune mediada por anticuerpos.

7. Cuando el micoplasma se inocula experimentalmente en voluntarios, produce una
enfermedad similar a la que se produce de forma natural, que responde al

antibiotico adecuado y que genera una respuesta inmune por anticuerpos.

8. Los anticuerpos especificos contra el micoplasma (inducidos de forma natural o por

inmunizacién) protegen frente al desarrollo de la enfermedad.

Teniendo en cuenta los criterios anteriores, en la Tabla 1 se exponen las especies del

género Mycoplasma de origen humano aisladas hasta la actualidad:

Tabla 1: Especies de Mycoplasma de origen humano

Extraida de: Taylor-Robinson D, Jensen JS. Mycoplasma genitalium: from Chrysalis to multicolored butterfly.
Clinical microbiology reviews. 2011;24(3):498-514.
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TABLE 1. Some features of Mycoplasma species of human origin

Speces Yr first isolated Primary site colonized Metabolism of: Considered
or named Genital tract Respirawory tract Glucose Arginine pathogenic
M. hominis 1937
M. fermentans 1952 +7
U. urealyticum® 1954
M. salivarium 1955
M. primatum 1955
M. pneumoniae 1962
M. orale 1964
M. buccale 1965
M. faucium 1965
M. lipophilum 1974
M. geritalium 1981 +
M. pirum 1985 ?
M. spermatoplilum 1991 ?
M. penetrans 1991 7
M. amphoriforme 2005 ?

* Memabolizes urea uniquely. In 2002, it was divided into U wealyticum and UL parvum. 7, not cerin.

Dentro del género Acholeplasma también existen dos especies que han sido aisladas en

el ser humano: A. laidlawii y A. oculi.

Ademas de las especies expuestas anteriormente, existen algunos micoplasmas de origen
zoonotico que ocasionalmente han sido aisladas en el ser humano causando algun tipo de
patologia. Una descripcién mas detallada se puede encontrar en la revision realizada por
Gobémez-Rufo et al. (24).

Tal y como se ha explicado anteriormente, los microorganismos de la clase Mollicutes, y
entre ellos, los micoplasmas, poseen una serie de caracteristicas biolégicas que los hacen

Gnicos y exclusivos entre las bacterias:

a. Carencia de pared celular: incapaz de sintetizar pared celular ni
precursores del peptidoglicano en ninguna circunstancia al carecer de
dichos genes en su pequefio genoma. El hecho de no tener pared implica

una serie de caracteristicas:

i. Pleomorfismo: no se pueden clasificar dentro de ninguna morfologia
concreta (cocos, bacilos...) como el resto de las bacterias.
Habitualmente se pueden observar desde formas esféricas a formas
filamentosas tipo botella, jarrén o pera, y algunas especies presentan
un orgénulo terminal. Esta plasticidad celular es la que provoca su
caracteristico crecimiento en agar, con pequefias colonias de menos
de 1 mm de diametro en forma de “huevo frito” o “cabeza de coliflor”
(por su incrustacion entre las trabéculas del agar) que deben

observarse con lupa 0 microscopio para su correcta visualizacion.

40



ii. Poseen citoesqueleto formado por una red de proteinas, que modula
su formay participa en los procesos de fisién binaria. A pesar de que
la mayoria de las especies son inmoviles, en las especies moviles

contribuye a la movilidad por desplazamiento (gliding motility).

iii. Sensibilidad al choque osmatico y a los detergentes: necesitan una
estabilidad osmética por su falta de pared celular. Esto implica una
alta sensibilidad a la desecaciéon, lo que influye tanto en su

transmision como en el manejo de las muestras destinadas a cultivo.

iv. Resistencia intrinseca a todos aquellos antibiéticos que actian

inhibiendo alguno de los pasos de la sintesis de la pared celular.

v. No pueden ser tefiidos por la tincién de Gram, por ser una tincién

especifica de la pared celular.

b. Tamafio menor que la mayoria de las bacterias: tal y como

mencionadbamos anteriormente, son las bacterias de vida libre mas
pequefias con capacidad de division autbnoma. Su tamafio celular oscila
desde 0.4-0.5 um de diametro en formas cocoides, como Ureaplasma spp.
0 M. hominis, hasta estructuras alargadas en forma de huso de 1-2 um de
largo y 0.1-0.2 um de ancho, como M. pneumoniae (25). Son, por ejemplo,
en torno al 5% del tamafio de un Bacillus, lo que les proporciona capacidad
para atravesar los filtros de 0.45 um utilizados para filtrar medios de cultivo.
Esto convierte a los micoplasmas en contaminantes frecuentes de lineas
celulares, especialmente M. fermentans y M. orale, ambos aislados en el ser
humano (26). Ademas, no se pueden observar por microscopia
convencional y tampoco producen turbidez al crecer en medios de cultivo

liquidos.

Escasa dotacion de vias metabdlicas: su genoma es tan pequefio que
carece de genes para la sintesis de aminoacidos, y tienen muy pocos genes
relacionados con la sintesis de vitaminas, &cidos grasos, colesterol o
precursores de acidos nucleicos. Esto los hace totalmente dependientes del
aporte exégeno de estas sustancias, ya sea por parte del hospedador o de
medios de cultivo enriquecidos especialmente para su crecimiento. Su
metabolismo se centra en la produccién de energia y en menor grado a la

sintesis de componentes, aunque compensan la escasez de vias
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metabdlicas con la presencia de un sistema enzimatico reducido pero capaz

de interaccionar con multiples sustratos.

La mayoria de micoplasmas son quimioorganotrofos, generando energia
mediante el metabolismo de glucosa o arginina, o, en el caso de los
ureaplasmas, Unicamente requerir urea, ya que estan dotados de una

ureasa muy potente que les permite hidrolizar la urea y sintetizar ATP.

Dependencia de la célula hospedadora: los Mollicutes nunca han sido
encontrados como microorganismos de vida libre en la naturaleza, si no que
dependen totalmente del hospedador. Establecen una especie de
parasitismo de superficie con células de los epitelios o del sistema
inmunitario del huésped (o localizacion intracelular en algunos casos), para
obtener todos aquellos componentes que no pueden sintetizar de forma

auténoma.

Requerimiento de esteroles para su cultivo in vitro: componentes
necesarios para la sintesis de la membrana celular de triple capa, que son

aportados al medio de cultivo mediante la adicién de suero.

Sistema respiratorio truncado: a pesar de tener presentes las reacciones
de la glucolisis, carecen del ciclo del &cido tricarboxilico completo, de las
vias de fosforilacién oxidativa para la sintesis de ATP asi como de quinonas

y citocromos.

Posibilidad de sintesis de cépsula: tanto en M. pneumoniae como en
otras especies de Mollicutes. En 1976, Wilson et al. describieron por primera
vez la presencia de componente mucopolisacarido externo a la membrana
celulary se cree que podria tener funcion de adherencia, aunque este hecho

no ha podido ser confirmado (25).

Uso diferencial del coddn de terminacién (UGA): en el codigo genético
existen una serie de codones universales de terminacion en la sintesis de
proteinas: UAG, UAA y UGA. En el caso de este Ultimo, se ha demostrado
gue en algunas especies de Mycoplasma (entre ellas M. pneumoniae y M.
genitalium) este coddén codifica para el aminoacido triptéfano (en lugar de
ser una sefial de parada), lo que es una propiedad particular de este tipo de
bacterias y les dota de una serie de proteinas exclusivas que nunca se
expresarian en otros géneros bacterianos, en los que el codén UGA actua

como sefial de terminacién de la traduccion (27).
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1.1.4. Factores de patogenicidad

Los micoplasmas se encuentran como comensales en los diferentes epitelios del ser
humano, estableciendo una relacion casi “parasitaria” que les facilita la supervivencia.
Presentan una especificidad de tejido u dérgano segun su especie. Por ejemplo, M.
pneumoniae coloniza de manera preferente el epitelio respiratorio, asi como M. genitalium
lo hace en el tracto genitourinario, aunque esto no excluye que ambas especies,
relacionadas genéticamente, se hayan descrito en el habitat predominante de la otra
aungue aun no esté claro qué genes contribuyen a la afinidad por un determinado tejido
(28).

Por otro lado, se ha observado que en pacientes que padecen algiun tipo de
inmunodeficiencia (hipogammaglobulinemias, SIDA o tratamiento con farmacos
inmunosupresores) se han aislado en sangre o articulaciones algunas especies de
micoplasmas que en inmunocompetentes actlian como comensales en sus tejidos afines
(29, 30).

En el caso las especies patdgenas, si producen infeccién, esta sera leve y de curso cronico
en la mayoria de los casos. Esta cronicidad esta asociada con distintos factores de
virulencia que repasaremos de forma general en este apartado, focalizando en los detalles

especificos de las especies a estudio en esta tesis en los subapartados correspondientes.
Los principales factores de virulencia que presentan los micoplasmas son los siguientes:

1. Citoadherencia y penetracion celular: la adherencia a las células de los epitelios

respiratorio y genitourinario es un factor imprescindible para conseguir en primer
lugar la colonizacién del tejido y posteriormente provocar la infeccién. Esta
adherencia les permite también lesionar la célula afectada e interferir en su
metabolismo. Para ello, especies como M. pneumoniae, M. genitalium, M.
penetrans y M. fermentans estan dotadas de un organulo de adherencia terminal
que, en combinacién con otras proteinas especificas de especie, les permiten

unirse a la superficie de los epitelios para posteriormente penetrar en la célula.

El hecho de que bacterias con tan escasa dotacion genética destinen mdultiples
genes a codificar proteinas para la adherencia y penetracion celular revelan la

importancia de este proceso en su supervivencia.

2. Localizacion intracelular: se han realizado numerosos estudios acerca de la

capacidad de supervivencia de los micoplasmas en interior de células con
capacidad fagocitaria (macrofagos, leucocitos polimorfonucleares) (31), pero su

capacidad de penetrar en las células epiteliales que colonizan es un tema en
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estudio. Tras el descubrimiento de M. penetrans (nombrado asi por su alta
capacidad de internalizarse en diferentes tipos celulares, tanto in vitro como in vivo)
(16), numerosos estudios han querido clarificar el mecanismo de entrada de los
diferentes micoplasmas. Algunas especies, como M. genitalium, poseen una
organela terminal que intervendria en la internalizacién (32). Sin embargo, se han
descrito especies que carecen de dicha estructura, como M. hominis, que también
se han detectado a nivel intracelular (33). Por este motivo, la entrada del
micoplasma al interior de la célula seria el resultado de multiples procesos, como
su capacidad invasiva (alteracién del citoesqueleto o vias de sefializacién), o el
hecho de que, al no tener pared, podrian fusionarse con la membrana de la célula
a la que estan colonizando para acceder a su interior. Este hecho explicaria su
resistencia a antibiéticos como la gentamicina (que no penetra en células
eucariotas) y la cronicidad de las infecciones, ya que evadirian el sistema inmune

por su localizacion intracelular (34).

Citotoxicidad e inflamacion: los micoplasmas son capaces de secretar numerosas

enzimas y activar el proceso de inflamacién mediante la produccion de citocinas.
Numerosos estudios in vitro han demostrado la capacidad para afectar tanto a la
mitogénesis celular como a los procesos de apoptosis o0 antiapoptosis de los
micoplasmas. Ademas, su actividad clastogénica produciendo inestabilidad y
reordenamientos en el genoma, podria estar implicada en los procesos
oncogénicos en animales y humanos, pero para confirmar esta relacién deben

llevarse a cabo mas estudios (35).

Evasidén del sistema inmune: ademas de la localizacion intracelular de la que hemos

hablado previamente, los micoplasmas poseen la capacidad de variacién antigénica
y de fase; es decir, son capaces de modificar sus lipoproteinas y antigenos de
superficie para asi poder ocultarse del sistema inmunitario. A pesar de su reducido
genoma, estas bacterias poseen una alta capacidad de mutacidon como estrategia

adaptativa de supervivencia.

Este sistema esta basado en la presencia de elementos repetitivos en su genoma,
gue o bien se reordenan dando lugar a diferentes proteinas (en su composicion o
en su tamafo) o se expresan o no segun la situacién en la que se encuentre el
microorganismo (sistema ON/OFF), formando un repertorio variable de antigenos

de superficie que conforma lo que conocemos como variacion de fase.

Un ejemplo de variacion de fase puede observarse en el operon P1 de M.

pneumoniae y en su homoélogo MgPa en M. genitalium. Las proteinas P1 y MgPa
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de ambas especies son altamente inmunogénicas y ademdas las principales
adhesinas con las que cuentan para unirse a los glébulos rojos o a los epitelios. La
presencia de elementos repetitivos en estos operones y su recombinacion genética
parece responsable de la variacion antigénica en las lipoproteinas de su superficie
(36).

5. Efecto inmunomodulador: los micoplasmas poseen una lipoproteina denominada

MALP-2 (macrophage activating lipopeptide of 2 kDa molecular weight) con una
estructura quimica y actividad similar al lipopolisacarido (LPS) presente en las
bacterias gramnegativas (37). Esta molécula activa los macréfagos y monocitos,
provocando la activacion o supresion policlonal de varias estirpes de linfocitos de
forma policlonal e inespecifica, produccién de inmunoglobulinas y liberacién de
multiples mediadores de la inflamacibn como TNF-a, IFN-y y numerosas
interleucinas (IL). Esta activacion, en ocasiones, puede causar una exacerbacion

de la propia enfermedad por la gran inflamacion generada.

6. Secrecidbn _enzimatica: algunas especies de micoplasmas liberan componentes

enzimaticos que intervienen en su patogenia. Por ejemplo, los ureaplasmas
secretan fosfolipasas Al, A2 y C que actian sobre la membrana fosfolipidica de la
placenta, induciendo la secrecién de prostaglandinas que inducen el parto y
actuando sobre el surfactante pulmonar del feto; asimismo, los ureaplasmas
también secretan proteasas que escinden la inmunoglobulina IgA. Otras especies,
como M. fermentans y M. pneumoniae producen tirosina fosfatasa que interviene
en su internalizacién, o exonucleasas para tener acceso a los nucleétidos de la

célula hospedadora (38).

1.2. Mycoplasma pneumoniae
Mycoplasma pneumoniae es la especie de micoplasma que afecta al ser humano mejor
conocida y mas estudiada. A finales de los afos treinta, durante la primera guerra mundial,
se acuind el término de “neumonia atipica primaria”, para englobar todas aquellas
neumonias “no bacterianas” (y que, por tanto, no producian una condensaciéon neumaonica
como tal en la radiografia de térax) que se habian ido observando fundamentalmente en
los campamentos militares, que no respondian a la penicilina y en las que en la tincién de
Gram o cultivo bacteriano no revelaban la presencia de ningun germen conocido (de ahi lo
de “primaria”). Estos cuadros cursaban con un inicio mas lento y una duraciéon mayor a la
habitual, y los signos radiolégicos, de estar presentes, mostraban una afectacion pulmonar

irregular y multilobar.
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Posteriormente, se ha observado que ademas de M. pneumoniae, multiples agentes
causales de diferente naturaleza, ya sea bacteriana (Legionella spp., Chlamydia spp.),
virica (virus de la gripe, virus respiratorio sincitial, adenovirus...) o fungica (Pneumocystis
jJirovecii) pueden causar este tipo de neumonias, las cuales suponen un sindrome opuesto
a la neumonia tipica, representada por la neumonia lobar causada por Streptococcus

pneumoniae (39).

En la actualidad, se estima que es el causante de un 20-40% de las neumonias adquiridas
en la comunidad (NAC) (40).

1.2.1. Caracteristicas celulares
Mycoplasma pneumoniae es uno de los organismos patdégenos mas pequefos de vida
libre. Su genoma posee tan solo 816.394 pb y 687 genes que codifican para proteinas (41),

lo que implica que su tamafio es 5 veces menor que el del genoma de Escherichia coli.

Dado que se trata de un patégeno intracelular facultativo, su crecimiento en cultivo es lento
y complejo, requiriendo un aporte de suero y extracto de levadura al agar y considerandose
un microorganismo “fastidioso” desde el punto de vista microbioldgico. Las colonias
obtenidas son de muy pequefio tamafio (50-100 um) y tienen una caracteristica morfologia
de “huevo frito”, debido a que la parte central densa de la colonia queda inmersa en el agar,

mientras que la periferia menos densa se extiende sobre el mismo.

Figura 2: Colonias de M. pneumoniae en agar SP4. Imagen aumentada (x95) Extraida de: Waites KB,
Talkington DF. Mycoplasma pneumoniae and its role as a human pathogen. Clinical microbiology reviews.
2004;17(4):697-728
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Esta especie es capaz de fermentar la glucosa, almidén, xilosa o0 manosa, entre otros
azucares y posee una hemolisina capaz de lisar, en 24-48 horas, hematies humanos, de
caballo o de cobaya en medio artificial, por lo que esta propiedad se utilizaba para distinguir
M. pneumoniae de otros micoplasmas no patdégenos colonizadores del tracto respiratorio,

que carecian de esta capacidad (42).

Como todos los micoplasmas, solo esta rodeado de una membrana externa trilaminar,
careciendo de pared celular, lo que implica que no se puede visualizar por tincion de Gram.
Se reproduce mediante fision binaria, con una primera fase en la que se duplica la organela,
la cual se desplaza al extremo opuesto durante la replicacioén, para finalmente dividirse en

dos nuevas células, cada una provista de su organela terminal.

Esta organela parece estar asociada a la movilidad por deslizamiento ( (gliding motility)
observada en M. pneumoniae sobre cristal o estructuras sdlidas, ya que la microscopia
electronica descarta la presencia de otros elementos motrices, como podrian ser cilios o
flagelos (43).

La adherencia a las células del epitelio pulmonar es esencial para el desarrollo de la
enfermedad, ya que evita la eliminaciéon del microrganismo mediante el aclaramiento
mucociliar y le permite producir algunos efectos citotoxicos a nivel local. La organela
terminal estad directamente implicada en este proceso, en el que un complejo proteico
interviene en la adhesion a receptores del acido sialico, a la fibronectina o a la mucina de
la mucosa respiratoria. Entre las proteinas anteriores, cabe destacar la proteina P1, una
adhesina primaria de 170 kDa clave en los procesos de unién a la célula hospedadora. Su
ausencia genera cepas avirulentas y los anticuerpos frente a ella bloquean la unién de la
bacteria al epitelio respiratorio (44). Sus variaciones originan a las cepas de M. pneumoniae
de tipo 1 y 2, cuya distincion es de gran interés en vigilancia, epidemiologia y clinica
producida (38).

Junto a la citadherencia, la patogenia se sustenta en la liberacién de radicales superéxido
y peroxido de hidrogeno, que al incrementar los derivados oxigenados generados a nivel
endogeno danan el epitelio respiratorio (45). Este proceso toéxico causa ciliostasis,
marginacion de la cromatina, vacuolizacion y exfoliacién progresiva que deterioran la

integridad del epitelio respiratorio en dos o tres dias (38, 46).

Durante muchos afios se pens6 que M. pneumoniae no era una bacteria toxigénica y que
el dafo del tejido respiratorio se desarrollaba como hemos descrito anteriormente, hasta el
ano 2006, en el que se descubre la toxina del Sindrome de Dificultad Respiratoria Adquirida

en la Comunidad (CARDS, Community-Acquired Respiratory Distress Syndrome) con
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actividad ADP-ribosilasa y de vacuolizacion citoplasmatica. El analisis de su secuencia de
aminoacidos indica que presenta una estructura similar a otras toxinas bacterianas, como
la subunidad S1 de la toxina de Bordetella pertussis, la toxina del colera de V. cholerae o
la toxina diftérica de C. diphtheriae (47). Solamente se han encontrado proteinas similares
codificadas en el genoma de algun otro micoplasma, por lo que se trataria de una molécula
especifica de este género. Su actividad complementa los efectos descritos anteriormente,
incluyendo ademas produccion de citocinas, eosinofilia e hiperreactividad de la via aérea,
de forma similar a lo que ocurre con el asma. Los niveles de expresion de toxina CARDS
en cepas de tipo 2 son mayores que en cepas de tipo 1, lo que explica su mayor
toxigenicidad (48, 49). Esta toxina esta directamente relacionada con la severidad de la
enfermedad, pudiendo persistir en los pacientes durante periodos muy prolongados de
tiempo. Ademas, es altamente inmunogénica, produciendo una respuesta humoral superior
a la causada por la proteina P1 (44). Sin embargo, y a pesar de su potencial, aun no se ha
empleado a nivel clinico como marcador diagndstico de la infeccién (47). En cuanto a su
uso como diana de una futura vacuna, estudios recientes hechos en ratones muestran que
la inmunizacion con toxina CARDS recombinante mejora el dafo pulmonar, la infiltracion
neutrofilica, la producciéon de citocinas y el numero de microorganismos en vias
respiratorias, lo que implica que la vacuna no solo mejoraria la inflamacién asociada, sino

que también disminuiria la persistencia del microorganismo (50).

Otro de los potenciales factores de virulencia de M. pneumoniae es la lipoproteina MPN133,
a la que se le atribuye una doble funcion: por un lado, se encarga de la captacion de glicerol
libre y por otro, actia como una nucleasa citotoxica dependiente de calcio esencial para
atravesar la membrana citoplasmatica y nuclear de la célula correspondiente. En la
actualidad no se sabe qué interrelacidn puede existir entre estas dos funciones, habiéndose
observado que se trataria de un factor de virulencia especifico de M. pneumoniae, ya que

la proteina homologa en M. genitalium no posee esta actividad (44).

Mycoplasma pneumoniae también es capaz de formar biofilms formados por polisacaridos,
proteinas y lipidos, donde queda encapsulado y protegido de la accion de los
antibacterianos. Ademas, las caracteristicas del biofilm son diferentes en funcién del tipo
de cepa bacteriana (tipo 1 0 2), confiriendo diferentes patrones de resistencia, tanto a los

antibioticos como a la accion del sistema inmune (51, 52).
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1.2.2. Epidemiologia
Mycoplasma pneumoniae es un patdgeno exclusivamente humano y de distribucion
universal que causa infecciones tanto de tracto respiratorio superior como de tracto
respiratorio inferior de forma endémica y epidémica en diferentes lugares del planeta con
climas muy variables. La patologia que produce de forma mas frecuente es la
traqueobronquitis, pero a nivel de relevancia clinica, la neumonia es el principal cuadro de
interés. Se estima que a niveles endémicos M. pneumoniae causa de un 4-8% de
neumonias adquiridas en la comunidad (NAC). Este porcentaje se eleva hasta un 20-40%
en los picos epidémicos en la poblacion general, aumentando hasta un 70% en el caso de

instituciones/poblaciones cerradas (53, 54).

Aungue la mayor parte de los casos se producen al final del verano y en otofio, se pueden
detectar infecciones a lo largo de todo el afio. Algunos estudios apuntan a que las
temperaturas mas altas podrian favorecer la infeccion, de ahi que muchos de los casos se
detecten en los meses mas célidos (55, 56), aunque no esta del todo claro que esta bacteria

presente estacionalidad en sus infecciones.

Clasicamente, las infecciones se presentan en picos epidémicos cada cuatro a siete afios
de media, aunque desde 2010 se haregistrado un aumento de casos en el norte de Europa,
asi como en China, Japon, Chile, Brasil o Israel en el mismo periodo (44). Se cree que
estas fluctuaciones de casos pueden estar relacionadas con cambios antigénicos en las

cepas, disminucion de la inmunidad de rebafio, 0 ambas causas.

La proporcion de infecciones varia en funcion de la edad del paciente, siendo mas
frecuente en nifios en edad escolar y adolescentes, entre 5 y 15 afios (resultado
concordante con el obtenido durante nuestro estudio), aunque puede afectar a individuos
de cualquier edad (44). En general, en los nifios menores de 3 afios se suele manifestar
como cuadros de infeccién respiratoria de vias altas, mientras que de los 5 a los 20 afios

las presentaciones mas comunes son la bronquitis y neumonia (57).

Mycoplasma pneumoniae se transmite de persona a persona, a través de la tos y la
propagacion de goticulas infecciosas. Ademas, los enfermos pueden permanecer en
estado de portador durante periodos prolongados de tiempo a pesar de la desaparicion de
la mayoria de los sintomas o el uso de tratamientos antibiéticos eficaces para erradicar la

infeccion.

Se han realizado algunos estudios en familias, donde se ha visto que, aunque la
enfermedad se propaga lentamente, lo hace a una tasa elevada, por el hecho de que los

pacientes son portadores durante periodos prolongados. De hecho, en el estudio en
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familias realizado por Foy et al., se constaté la propagacién en 23 de 36 familias, de las

cuales el 41% de los adultos y el 84% de los nifios se infectaron (58).

La inexistencia de guias internacionales acerca de los requerimientos de monitorizacion de
las infecciones producidas por M. pneumoniae, el analisis de resistencia a macrolidos o
estudios de epidemiologia molecular de cepas hace que los datos acerca de esta
enfermedad estén subestimados. Paises como Francia o Estados Unidos realizan el
registro en algunas regiones concretas mientras que otros, como Dinamarca o Japén,
poseen una red de vigilancia a nivel nacional. Es necesario tener en cuenta que, aun con
un sistema de vigilancia bien establecido, los casos reales seran superiores a las cifras
disponibles, las cuales estén probablemente mermadas por diversas razones que llevan al

infradiagndstico de estas infecciones:

e La mayoria de los casos son relativamente leves, por lo que no existe confirmacion
microbioldgica

¢ Su sintomatologia se asemeja en gran medida a otras infecciones respiratorias

e Muchos pacientes pueden permanecer en estado de portador asintomatico durante
periodos variables de tiempo

e Inexistencia de tests point-of-care (POC) fiables para su deteccion, lo que lleva a la
administraciéon de tratamientos empiricos sin realizacion del diagnéstico

microbioldgico.

En Catalunya, las infecciones por M. pneumoniae diagnosticadas en el laboratorio son de
declaracién microbiol6gica obligatoria en el Sistema de Notificacion Microbiolégica de
Catalunya (SNMC). Anualmente, la Sub-direcci6 General de Vigilancia i Resposta a
Emergéncies de Salut Publica, publica un informe detallado con los datos de infecciones
declaradas en el afio previo. Los datos disponibles mas recientes son de 2019, afio en el
gue se registraron 310 infecciones por Mycoplasma pneumoniae en Catalunya, con el pico
de casos situado en la semana 20 del afio. EI 50% de casos se detectdé en hombres (N=155)
y el 50% de casos en mujeres (N=155). Respecto a la edad de los pacientes, el grupo mas
afectado correspondi6 con los nifios de 5 a 9 afios (N=85, 27,4%), seguido de los de uno
a cuatro afios (N=65, 21%) y los de 10 a 14 afios (N=33, 10,6%).

En cuanto a la distribucién temporal de las epidemias, se puede observar con claridad el
inicio de un pico epidémico en el afio 2012, la cual correspondi6 con el inicio de uno de los

estudios en el que se basa esta tesis.

Los datos expuestos pueden consultarse con mayor detalle en las tablas y figuras adjuntas:
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Tabla 2: Distribucién segin grupos de edad

‘ Grupo de edad Frecuencia Totales (%)

1 mes — 11 meses 3 1.0
1-4 afios 65 21.0
5-9 afios 85 27.4
10-14 afios 33 10.6
15-19 afios 19 6.1
20-29 afios 21 6.8
30-39 afios 25 8.1
40-49 afios 20 6.5
50-59 afios 12 3.9
2 60 afios 27 8.7
TOTAL 310 100,0%

Tabla 3: Distribucion segun el sexo

Femenino 155 50
Masculino 155 50
No consta

TOTAL 310 100

Numero de casos

Ao g B RBUSRESNEND OO ENIEEFASAR AR RS
Semanas

Figura 3: Distribucién semanal de casos
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Tabla 4: Distribucién segun el tipo de muestra analizada

Suero 247 78,2
Aspirado 63 19,9
nasofaringeo

Por 2 0,6
fibroscopia

Sangre 2 0,6
Esputo 2 0,6
TOTAL 316 100,0%

Tabla 5: Distribucién segin el tipo de técnica empleada en el diagnostico

Cultivo 1 0,3
Deteccion de acidos 68 18,2
nucleicos

IgM 247 66,0
Titulo alto 55 14,7
Seroconversion 2 0,5
Otras técnicas (IgG+igM) 1 0,3
TOTAL 374 100%

NdGmero casos

Figura 4: Evolucion anual 2005-2019
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Fuente: Informe sobre els microorganismes declarats a 'SNMC durant I'any 2019. Infeccions de les vies
respiratories: Mycoplasma pneumoniae. Sub-direccié General de Vigilancia i Resposta a Emergéncies de Salut
Pdblica. Abril 2021.

Respecto a la situacion a nivel nacional, al no existir ningun tipo de registro oficial de las
infecciones causadas por M. pneumoniae, no hay datos globales disponibles, sino que
podemos encontrar revisiones focalizadas en diferentes comunidades auténomas.
Aguilera-Alonso et al. publicaron una revisibn sobre las caracteristicas clinicas y
epidemiolégicas de las NAC en nifios causadas por M. pneumoniae en Valencia en el
periodo 2010-2015, observando un aumento significativo de casos en los afios 2011y 2015

(59), coincidente con los picos epidémicos detectados en el resto de Europa (60).

El primer caso de resistencia a macrdlidos descrito en nuestro pais se reporté en 2014,
pero se trataba de un caso importado por una paciente de origen chino, donde las tasas de
resistencia a estos antibidticos rozan el 100% (61). Sin embargo, acerca de los tipos de
cepas circulantes o la tasa de resistencia a macrolidos en nuestro pais, el articulo

elaborado para esta tesis es el Unico reciente que aborda este tema.

En Europa, en respuesta al incremento de casos observado en varios paises en 2016, el
grupo de estudio de infecciones por micoplasma y clamidia (ESGMAC) de la Sociedad
Europea de Microbiologia Clinicay Enfermedades Infecciosas (ESCMID) realizé un estudio
con el objetivo de conocer los métodos diagndsticos empleados en los diferentes paises
europeos, qué tipo de pacientes se testaban y si se determinaba resistencia a macrélidos.
Asimismo, identificar picos epidémicos, analizar datos demogréficos, verificar la
coincidencia de los aumentos de casos entre las diferentes regiones y ver el efecto de la

localizacion geografica en la presentacion de los picos epidémicos (60).

Para ello, recogieron datos entre 2011 y 2016 de 11 paises europeos e Israel, periodo en
el que se detectaron 3 picos epidémicos en el dltimo trimestre del afio y primero del
siguiente (2011/12, 2014/15 y 2015/16). A pesar de que los picos de infecciones
clasicamente se presentan cada 4 a 7 afos, se ha descrito el hecho de que un pico
epidémico se pueda alargar mas de lo habitual (62, 63). Durante en este estudio se verificd
gue solo pasaron 3 afios entre los dos primeros picos, y un afo entre el segundo y el
tercero, por lo que la posibilidad de que estos dos ultimos periodos corresponda a un Unico

pico epidémico alargado es mas que plausible (60).

En cuanto a las técnicas diagnosticas empleadas, a diferencia de Catalunya, las técnicas
de amplificacién de acidos nucleicos fueron las mas comunmente empleadas, seguidas de

la serologia. El maximo de casos se produjo en la semana 48 de afio 2011, alcanzando un
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total de 1759 positivos. La deteccién de resistencia a macrélidos no se lleva a cabo de
forma rutinaria en la mayoria de los paises, por lo que existe una clara subestimacion en
los niveles de resistencias descritos en Europa, en comparaciéon con Israel, que reporta un
30% y China, donde las cifras pueden llegar al 90-100% (60).

A pesar de que en la revision de Beeton et al. se observa una relacion entre el inicio del
pico epidémico y la latitud del pais en cuestion (en los paises del norte, el pico epidémico
adelanta su inicio respecto a los paises del sur), los autores sefialan que se requieren

estudios mas focalizados en este tema para profundizar en su conocimiento (60).

Ademas de las infecciones que causa de forma individual este microorganismo, los brotes
en poblaciones cerradas (campamentos, escuelas, a nivel nosocomial...) son altamente

caracteristicas.

En Estados Unidos tampoco existe una red nacional de vigilancia de estas infecciones,
pero los Centros para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) han participado a
lo largo de los afios en los estudios de diversos brotes registrados a nivel local. Entre 2006
y 2013, los CDC colaboraron en la investigacion de 17 casos. Entre los mas destacables,
se encuentra el brote de Rhode Island, que afectd a 57 estudiantes de 4 escuelas en 2006-
2007, incluyendo dos casos de encefalitis grave en nifios (64). Asimismo, en 2011 se
registré un brote en Virginia Occidental que implicaba a ocho escuelas de dos condados,
detectando un total de 125 casos de neumonia, de los cuales 23/43 (53%) fueron positivos
por PCR para M. pneumoniae. Ademas de escuelas, se registré un brote en un centro de
larga estancia en Nebraska en 2014, afectando a 55 personas y produciendo 7 muertes,
gue resultd en el cierre temporal de la institucién para nuevos pacientes. Por otro lado, los
CDC también participan en la investigacién de casos severos, como el de una paciente
inmunocompetente que desarrolld una neumonia que requiri0 ventilacion mecanica
durante 13 dias en Carolina del Sur en 2013, y donde dias después dos familiares fueron

igualmente diagnosticados de neumonia grave (65).

A pesar de la que neumonia es la manifestacion clinica méas frecuente, se detecté un brote
en Colorado en el afio 2013 donde el Sindrome de Stevens-Johnson (SJS) con lesiones
cutdneo-mucosas fue la clinica predominante. Entre estos casos, se registraron hasta 3
genotipos diferentes por MLVA, por lo que los autores relacionan esta manifestacion como
coincidente con el aumento de casos presente por el brote epidémico que se estaba dando

en ese momento, y no por la presencia de un genotipo especifico que indujese SJS (44).
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En Estados Unidos, el tipado de las cepas mediante MLVA (multiple locus variable-number
of tandem-repeat analysis) reveld que los genotipos circulantes mas frecuentes entre 2006
y 2013 correspondieron con el 4-5-6-2, 3-5-6-2 y 3-6-6-2 (66).

Japon es uno de los pocos paises que posee un programa nacional de seguimiento de
enfermedades infecciosas desde 1981, comenzando en primer lugar con un seguimiento
de neumonias atipicas primarias general, que incluyé un apartado especifico para las

neumonias causadas por M. pneumoniae desde 1999 (67).

Esta red de vigilancia esta formada por unos 500 hospitales centinela (centros con mas de
300 camas y departamentos de pediatria y medicina interna), que declaran semanalmente
aguellos casos de M. pneumoniae confirmado microbiolégicamente que ademas presenten
una clinica sugestiva. A pesar de que a través de este sistema no se facilitan datos sobre
epidemiologia de cepas o resistencia a macrolidos, la informacién disponible sobre los
casos diagnosticados permite identificar rapidamente el inicio de los picos epidémicos o los
brotes, de forma que los diferentes grupos de investigacion pueden iniciar estudios mas

completos en este tipo de contexto (67).

Un sistema similar al japonés seria de gran utilidad a nivel europeo para poder monitorizar
la situacion actual real tanto en cuanto a niumero de casos como de cepas circulantes y

tasa de resistencia a macrolidos.

1.2.3. Sindromes clinicos
1.2.3.1 Manifestaciones pulmonares

La mayor parte de las infecciones causadas por M. pneumoniae en nifios y adolescentes
cursan de manera sintomatica. Si bien en los menores de 5 afos el cuadro clinico consiste
habitualmente en una rinitis, esta bacteria es capaz de causar hasta un 5% de casos de

bronquiolitis.

En los nifios mayores y adolescentes, lo mas frecuente es una traqueobronquitis asociada

a infeccion del tracto respiratorio superior, ya sea faringitis, rinitis u otitis media (57).

En los adultos, la neumonia es el cuadro habitual, conociéndose con el nhombre de
“neumonia atipica primaria” por sus peculiares caracteristicas de presentacién clinico-
radiolégica. Tras un periodo de incubacion de 9 a 13 dias (o incluso hasta 3 semanas segun
estudios clinicos), los sintomas se instauran de forma gradual, consistiendo en fiebre
(inferior a 38.8°C), cefalea, mialgias y tos no productiva persistente, de caracter frecuente

e inhabilitante (39). Esta tos puede ser seca o volverse productiva mucopurulenta al cabo
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de unos dias. Frecuentemente, se puede asociar faringitis no exudativa (sin linfadenopatia

cervical), otitis, rinitis, traqueobronquitis o miringitis bullosa (de forma ocasional).

Este inicio gradual contrasta con el inicio repentino que causa la neumonia lobar clasica,
en el que encontramos fiebre alta, escalofrios y pleuritis, asi como de la causada por el
virus Influenza, con fiebre alta y rapida progresiéon de los sintomas desde la nariz a las vias
respiratorias bajas. La tos o traqueitis pueden causar dolor retroesternal, pero no dolor
toracico pleuritico de forma habitual. Las manifestaciones gastrointestinales son

infrecuentes.

La exploracion fisica es mas bien anodina (contrastando con el mal estado general que se
observa en el paciente), auscultdndose ligeros subcrepitantes en la mayoria de los casos,
aunqgue excepcionalmente se pueden presentar crepitantes francos, roncus y sibilantes. La
analitica complementaria puede revelar una discreta leucocitosis en un 30% de los

pacientes.

En general, las pruebas de imagen muestran signos de una enfermedad mas grave de lo
esperado tras la exploracion fisica. En la radiografia de térax se observan infiltrados
reticulo-nodulillares parahiliares o peribronquiales que pueden ser uni o bilaterales, y un
cierto grado de consolidacion en una cuarta parte de los pacientes. En los casos graves,
puede presentarse una bronconeumonia que se extiende desde el hilio y afecta al pulmén
completo. En el caso de existir derrame pleural (5-20% casos), sera pequefio y de tipo
trasudado (68).

Otras manifestaciones respiratorias que se pueden presentar incluyen los abscesos
pulmonares, el embolismo pulmonar, el derrame pleural con empiema, la bronquiolitis
obliterante con neumonia asociada, la fibrosis intersticial crénica y el sindrome de distrés

respiratorio del adulto (69).

En nifios que presenten desdrdenes inmunoldgicos tipo anemia de células falciformes,
anesplenia funcional o sindrome de Down, la infeccidn respiratoria puede ser grave o
incluso fulminante. En el caso de la hipogammaglobulinemia, ademas es factor de riesgo

para las enfermedades del tracto respiratorio y de sus complicaciones a nivel articular.

La evolucién natural de esta enfermedad es de curso prolongado, con tos y fiebre hasta la
tercera semana de evolucién, presentando posteriormente una recuperacion gradual. El
tratamiento antibidtico correcto acorta su duracidon, si bien no erradican la bacteria,
convirtiendo a algunos pacientes en portadores asintométicos que continuaran

transmitiendo la infeccion.
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En los afos setenta, se sugirié que M. pneumoniae podria tener relacion con los cuadros
de asma en nifios. La mayoria de los cuadros estan asociados con infiltracién eosinofilica,
atopia e infecciones respiratorias recurrentes. A pesar de existir una predisposicion
genética, Unicamente se le pueden atribuir un 50% de los casos. Curiosamente, muchos
de los genes implicados en el proceso asmatico estan a su vez asociados a las defensas
del hospedador, hecho que apoya la relacion del asma con las infecciones microbianas
(44).

Diversos estudios realizados tienen como objetivo encontrar un patégeno bacteriano o
viral que pueda estar relacionado con los cuadros asmaticos. Se ha demostrado que
la colonizacién temprana de las vias respiratorias con microorganismos como
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae o Moraxella catarrhalis esta
altamente asociada con el desarrollo de asma (70). Por este motivo, M. pneumoniae se
trataria de un patégeno potencial, dada su capacidad de persistir en las vias respiratorias
durante periodos de tiempo prolongados. La inflamacion causada por la infecciéon
persistente podria favorecer el proceso, y el uso de azitromicina, por sus propiedades

antiinflamatorias, podria beneficiar a los asmaticos portadores.

También es interesante saber si los pacientes con asma cronica estan colonizados de
forma mas frecuente. En muchos casos, M. pneumoniae es detectado por técnicas
moleculares (preferentemente en muestras de vias respiratorias bajas) pero las pruebas
serolégicas son negativas, infraestimando la proporcion de pacientes realmente

colonizados por este microorganismo (71, 72).

En general, parece que las exacerbaciones en el paciente asmatico serian el resultado de
la combinacion de los factores hereditarios, junto con la exposicion temprana a factores
ambientales predisponentes, como son la dishiosis gastrointestinal o el menor contacto con
factores microbiol6gicos ambientales, que son esenciales en el desarrollo de una correcta

respuesta inmune pulmonar.

Con la irrupcion de la pandemia causada por el SARS-CoV-2 (COVID-19) el pasado 2020,
se han descrito casos de coinfeccion de este virus con M. pneumoniae (73). En uno de los
estudios, los pacientes con coinfeccion presentaban tos mas persistente, mayores niveles
de bilirrubina, hipercoagulabilidad y trombosis més severa. La estancia hospitalaria y la
fase de convalecencia tuvieron una duracion superior que la de los pacientes sin
coinfeccién, sin presentar mayor tasa de mortalidad. Sin embargo, dado que la

sintomatologia de ambas entidades es similar, es complicado saber a ciencia cierta si estas
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manifestaciones estan asociados a uno u otro microorganismo o si la presencia de ambos

multiplica su efecto (73).

1.2.3.2 Manifestaciones extrapulmonares
A pesar de que las enfermedades respiratorias son la manifestacion mas frecuente de la
infeccién por M. pneumoniae, se han descrito otro tipo de afectaciones extrapulmonares,
que pueden presentarse aparecer antes, durante o tras el cuadro respiratorio, 0 en

ausencia de cualquier sintoma respiratorio.

Los mecanismos por los que se desarrollan este tipo de complicaciones extrapulmonares
son tres: en primer lugar, la liberacion de citoquinas en respuesta directa a la presencia
bacteriana en un érgano determinado que provocan la inflamacién del mismo; en segundo
lugar, los mecanismos de autoinmunidad o formacién de inmunocomplejos, y en tercer
lugar, la produccién de vasculitis o trombosis como resultado de citoquinas o quimioquinas
como el TNF-a o la IL-8 o por inmunomodulacién a través de mediadores como el

complemento o el D-dimero (74).

Las localizaciones extrapulmonares que se afectan con mayor frecuencia son la piel y
mucosas, el sistema nervioso central (SNC), el sistema hematopoyético, el corazon, los
rifones y el sistema musculoesquelético. En la Tabla 6 se resumen brevemente este tipo

de manifestaciones:

Tabla 6: Manifestaciones extrapulmonares

Sindromes Manifestaciones

Cuténeos Erupcién eritematosa vesicular o papular. Sindrome de Stevens-
Johnson
Neurolégicos Meningoencefalitis

Pardlisis nervios craneales o ascendente (sindrome de Guillain-
Barré)
Neuritis 6ptica
Ataxia y psicosis

Cardiacos Pericarditis
Miocarditis
Derrame pericardico

Articulares Mialgias, artralgias y poliartropatias.
Artritis séptica (hipogammaglobulinemia)
Rabdomiolisis

Hematoldgicos Anemia hemolitica por crioaglutininas
Pdrpura trombética trombocitopénica
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Renales Glomerulonefritis

Nefropatia IgA
Nefritis tubulointersticial

Gastrointestinales Vomitos

Diarrea
Hepatitis colestasica

Pancreatitis

Otras manifestaciones Otitis externa, otitis media, miringitis

1.

Conjuntivitis, uveitis anterior, retinitis y neuritis 6ptica

Abscesos tubo-ovaricos

Sindromes cutaneos: los trastornos dermatolégicos son una manifestacion

relativamente frecuente en la infeccion por M. pneumoniae, incluyendo urticaria,
purpura anafilactoide, eritema multiforme o sindrome de Stevens-Johnson (SSJ), entre
otros. El SSJ grave aparece en forma de ampollas a tensién distribuidas por la piel,
particularmente en extremidades distales, ingles y genitales, y con afectacion de
mucosas de orofaringe y 0jos. En una revision retrospectiva de la Clinica Mayo de los
casos de SSJ grave durante 7 afios, en seis de ellos se detectd una infeccion por M.
pneumoniae concomitante. Dado que los sintomas respiratorios no siempre estan
presentes, la deteccion de esta bacteria debe estar incluida en el diagnéstico diferencial
de esta patologia (75). También se ha descrito la posible relacién entre M. pneumoniae
y el eritema multiforme ampolloso, aunque los estudios realizados tienen resultados

contradictorios.

El fenbmeno de Raynaud es otra de las entidades descritas relacionado con las
infecciones por M. pneumoniae. Se trata de un trastorno vasoespastico que se
caracteriza por un blanqueamiento de los dedos de pies y/o manos tras la exposicion
al frio, el cual va seguido de cianosis extrema y posteriormente rubefaccién cuando se
vuelven a calentar las extremidades. Este fenbmeno es mas frecuente en mujeres, y

frecuentemente en pacientes con trastornos reumatolégicos.

Sindromes neuroldgicos: son los mas relevantes, estando presentes hasta en un 6%

de los pacientes hospitalizados por infeccién por M. pneumoniae. La afectacion puede
darse en el cerebro, meninges, médula espinal o nervios periféricos, en forma de
encefalitis, meningitis aséptica, mielitis transversa, accidente cerebrovascular y

radiculopatia.
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La manifestacion cerebral mas frecuente es la encefalitis, especialmente en nifios,
pudiendo no ir asociada a clinica respiratoria. La clinica tiene diferente origen en funcién
del momento de presentacion, estando directamente relacionada con la propia
infeccion si la presentacion es temprana (PCR M. pneumoniae en LCR positiva), o con
la produccion de anticuerpos antigangliésido en la aparicién tardia (PCR negativa),

generados por reaccién cruzada con los glucolipidos bacterianos (76).

En ocasiones, el dafio vascular puede provocar infarto cerebral, necrosis estriatal o
desérdenes psicoldgicos, asi como la disfuncidn cerebelar por causas autoinmunitarias.
El sindrome de Guillain-Barré es una complicacién ocasional provocada por la
produccién de autoanticuerpos antigangliésido y antigalactocerebrdsido, tal como
ocurre en las neuropatias. A pesar de que se han descrito pacientes con estas
patologias en los que se ha detectado la bacteria en muestra de liquido cefalorraquideo,
muchas de estas entidades son dificiles de diagnosticar porque el uso de
inmunoglobulinas para su tratamiento interfiere con la posterior realizacion de una

serologia en la fase de convalecencia.

Otros cuadros incluyen una afectacion y disfuncién del tronco del encéfalo, como la
encefalitis de Bickerstaff y de sindrome de Miller Fisher, asociados con ataxia y
oftalmoplejia. Ambos sindromes muestran hiperproteinorraquia sin pleocitosis y al
aumento de las concentraciones de anticuerpo anti-CQ1b, respondiendo a los

corticoides, plasmaféresis o tratamiento con inmunoglobulina.

Dado que este tipo de manifestaciones puede darse en presencia 0 no de
sintomatologia respiratoria, y pueden deberse a mecanismos inmunoldgicos mas que
a la propia invasion bacteriana (por lo que las pruebas moleculares arrojan resultados
negativos), la seroconversion puede aportar un diagnéstico mas preciso en estos

casos.

Sindromes cardiacos: el papel de M. pneumoniae en la pericarditis, miocarditis,

taponamiento cardiaco y endocarditis no es frecuente, pero esta bien documentado, y
sus efectos van desde cuadros asintomaticos hasta infecciones fatales. La enfermedad
parece estar relacionada con la deteccion directa del microorganismo en el tejido

cardiaco afectado, por medios convencionales o moleculares.

En el caso de las miocarditis, se considera una causa autoinmune, ya que en muchos

de los pacientes no se han evidenciado cuadros de neumonia concurrentes (77).
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Sindromes articulares: las mialgias y artralgias son el sintoma mas comudn en pacientes

con infeccién por M. pneumoniae, apareciendo hasta en un 45% de casos (78). La
artritis séptica por migracion de la bacteria a las articulaciones es caracteristica en
pacientes con hipogammaglobulinemia, mientras que el origen autoinmune es habitual
en pacientes inmunocompetentes, normalmente asociada a un cuadro respiratorio.
Otra de las manifestaciones descritas es la rabdomiolisis aguda, cuyo origen parece
ser una combinacion de la invasion bacteriana directa, los procesos autoinmunitarios y

la oclusion vascular (46).

Sindromes hematoldgicos: al inicio o durante la primera semana de enfermedad, se

pueden generar crioaglutininas, autoanticuerpos de tipo IgM contra el antigeno | de los
hematies, uniéndose a temperaturas inferiores a la temperatura corporal y causando
una hemdlisis de estos. Ocasionalmente, sus niveles pueden ser lo suficientemente
altos para desencadenar anemia hemolitica, la cual puede ser muy grave en pacientes
con anemia drepanocitica. Otras complicaciones incluyen la trombopenia o
trombocitosis, purpura trombdtica trombocitopénica, pancitopenia 0 coagulacion

intravascular diseminada (46, 78).

Sindromes renales: las complicaciones renales pueden tener gran importancia por

poder desencadenar en fallo renal. Entre ellas encontramos glomerulonefritis aguda,
sindrome nefrético, nefritis intersticial o nefropatia IgA, y aunque parecen ser resultado
de la formacion de inmunocomplejos, existen diversos casos descritos en los que la

propia bacteria se ha detectado en tejido renal (46).

Sindromes gastrointestinales: diversos sintomas gastrointestinales se presentan de

forma frecuente junto a la infeccién respiratoria, pero la evidencia sobre si estan
relacionados con la misma es escasa. Se ha descrito algun caso de hepatitis con fallo
hepatico grave y la pancreatitis. Se postula que la disfuncidn hepética temprana estaria
relacionada con la inflamacién producida por la propia infeccion, mientras que la tardia

estaria mediada por autoinmunidad, dafio vascular o mecanismos yatrogénicos (77).

Otras manifestaciones: otros sintomas incluyen los oculares, como conjuntivitis, uveitis

e iritis, que parecen de origen autoinmune dado que no hay casos reportados en los
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gue se haya detectado el microorganismo en tejido ocular (77). Hasta un tercio de los
pacientes tienen sintomas 6ticos, tales como otitis externa, otitis media o miringitis. M.
pneumoniae ha sido aislado también del tracto urogenital de hombres y mujeres,

incluyendo un absceso tubo-ovarico (28).

Dada la aparente capacidad de la bacteria de pasar al torrente sanguineo, las infecciones

a cualquier nivel son posibles.

Todas estas entidades se pueden presentar de forma individual o conjunta, causando,
incluso, la muerte del paciente. Dado que muchos de estos cuadros tienen origen
autoinmune, el diagnéstico de la infeccion debe incluir tanto el diagndstico indirecto por
serologia (de fase aguda y de convalecencia) como el diagnéstico directo basado en
métodos moleculares y/o cultivo (en los casos que sea posible). Ademas, el uso de
antibioticos favoreceria la evolucibn en caso de que el cuadro estuviese mediado
directamente por la bacteria y el efecto antiinflamatorio de algunas sustancias, como los

macrolidos, podria ser beneficioso para neutralizar la exacerbada respuesta inmune.

1.3. Mycoplasma genitalium
En los afios setenta se realizaron diversos estudios en pacientes que presentaban uretritis
no gonocdcica (UNG), en los que se constatd que algunos de ellos respondian
adecuadamente al tratamiento con tetraciclinas a pesar de no existir un patégeno
bacteriano demostrado en su cuadro clinico. Por otro lado, en la microscopia de campo
oscuro de pacientes infectados por diversos agentes, como clamidias, ureaplasmas, M.
hominis y otros microorganismos, se observaban formas espirales méviles diferentes a
Treponema pallidum, pero que recordaban a los organismos pertenecientes al género

Spiroplasma, que habitualmente afectaban a animales y plantas.

En este contexto, se pensoé que quiza podia tratarse de una nueva especie de este género
gue afectase al ser humano. En 1981, el Dr. Taylor-Robinson se encarg6 personalmente
de llevar 13 muestras de pacientes visitados en el St. Mary’s Hospital (Londres) con
diagnostico de UNG al laboratorio del Dr. Tully en el National Institutes of Health en
Bethesda (Maryland), que tenia cierta experiencia en el cultivo de espiroplasmas y
micoplasmas. La sorpresa surgié cuando, tras un mes de incubacién en medio SP4 a 37°C,
no crecieron los esperados espiroplasmas, sino que en dos de las trece muestras se aislé
un micoplasma fermentador de glucosa (cepas G37 y M30), que resultaron ser similares
entre si, pero serolégicamente diferentes a los micoplasmas descritos hasta el momento.

Fue entonces cuando se propuso que ambas cepas correspondian a una nueva especie,
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denominada Mycoplasma genitalium , la undécima especie de origen humano descrita en

este género (79).

Tras su descubrimiento, se disefiaron mdltiples estudios para conseguir de nuevo el
aislamiento de la bacteria en cultivo, pero su éxito fue variable. No fue hasta casi 10 afios
después cuando se desarrollaron nuevas técnicas sensibles y fiables para la deteccién de

M. genitalium.

1.3.1. Caracteristicas celulares
Mycoplasma genitalium es el mas pequefio de todos los Mollicutes, con un genoma de tan
solo 580.000 pares de bases de longitud (menos de 500 genes), que parece ser el conjunto
minimo necesario para un microorganismo de vida libre. Por esta razén, su genoma fue
uno de los primeros en secuenciarse por completo y reconstruirse totalmente in vitro (80,
81) y se acerca al concepto de “célula minima” (minimo contenido genémico necesario y

suficiente para un organismo de vida libre) (82).

Su genoma es rico en guanina y citosina (G+C 32%, menor que M. pneumoniae que posee
un 39%), es capaz de metabolizar la glucosa, pero no la urea ni la arginina, y su crecimiento
lento se acelera con la repeticion de subcultivos. En cultivo, puede dar lugar a colonias con
morfologia parecida a la de “huevo frito” de M. pneumoniae en atmaosfera de nitrégeno con
un 5% de CO..

Por microscopia electrénica, la bacteria presenta forma de botella con una estructura
cilindrica terminal truncada, y puede adherirse tanto a superficies de cristal y plastico como
a células humanas (invasion de células epiteliales incluyendo localizacion nuclear)

mediante una adhesina denominada MgPa (también denominada MG191) de 140 kDa.

La estructura terminal contiene al menos otras 6 proteinas accesorias, como P110
(MG192), que junto a MgPa, es indispensable para la adherencia, ademas de MG218 y
MG317. La bacteria es movil, y parece que la estructura terminal participa en su

desplazamiento (gliding motility), movilizdndose en primer lugar.

Presenta un tamafno de 0.6-0.7uM de largo por 0.3-0.4uM de ancho, que se reducen a
0.06-0.07uM en la estructura terminal. Su membrana celular esta formada por 3 capas, y
tal como ocurre con el resto de micoplasmas, al carecer de pared celular, es resistente a
antibioticos betalactamicos y sensible a otros grupos como tetraciclinas, macrélidos o

guinolonas.
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A pesar de sus similitudes estructurales y antigénicas con M. pneumoniae, presenta un
genoma marcadamente mas reducido (580 kb vs 816 kb), con menor contenido G+C, y la
secuenciacion del mismo reveld que todos los marcos abiertos de lectura (en inglés open
reading frames — ORFs) estan presentes también en el genoma de M. pneumoniae. En
cuanto a las adhesinas de ambos, la proteina MgPa presenta una homologia de un 48%

respecto a la adhesina P1 de M. pneumoniae .
De forma similar a M. pneumoniae, su replicacion es por fision binaria.

Respecto a los factores que influyen en su patogenia, ademas de los generales
mencionados anteriormente, podemos destacar algunas caracteristicas propias de esta
bacteria. En su adhesion a las células a infectar participa un complejo proteico que incluye
la proteina MgPa, uniéndose de esta forma a células epiteliales, hematies (hemadsorcion),

espermatozoides o células Vero o Hep-2, asi como a superficies de cristal o plastico.

Su reducido genoma codifica proteinas especificas implicadas en el gliding motility, lo que
hace pensar que este proceso debe estar directamente relacionado con su patogenia. Una
hipbtesis es que la motilidad facilitaria su penetracién a través de la mucosa para la
invasion de las células epiteliales, en las que una vez adherido, entraria de forma similar a
C. trachomatis por endocitosis mediada por receptor a través de vesiculas de clatrina. De
esta forma, en el interior de la célula quedaria protegido de la accion del sistema inmune y

los antibioticos, permitiendo el desarrollo de infecciones latentes o crénicas.

A pesar de no estar demostrada su capacidad de produccion de toxinas (a diferencia de su
homologo M. pneumoniae), posee una nucleasa de membrana dependiente de calcio que
degrada los acidos nucleicos del hospedador para utilizarlos como precursores de

crecimiento y procesos patogeénicos.

M. genitalium produce una respuesta inflamatoria aguda mediada por leucocitos
polimorfonucleares, pero se desconoce si ésta pudiera ser similar a la de M. pneumoniae,
provocando dafio celular o autoinmunidad, o si el haber padecido una infeccion previa por
este Ultimo generara una respuesta inmune exagerada en una infeccion posterior por M.
genitalium. Diversos estudios han corroborado que, a pesar de compartir diversos
antigenos de superficie, los anticuerpos de una especie no proporcionan proteccion

cruzada frente a la otra (83).

Otra de las preguntas sin respuesta es si los tratamientos hormonales previos del

hospedador podrian actuar como facilitadores de la colonizacion por M. genitalium al
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estimular determinados receptores celulares, pero hasta el momento no existen resultados

concluyentes.

1.3.2. Epidemiologia
Mycoplasma genitalium es un patégeno de transmision sexual directamente relacionado
con cuadros de uretritis no gonocdcica (UNG) y con mayor evidencia en casos de uretritis
no producida por gonococo ni clamidia (UNGNC), en los que representa entre un 10-35%
de casos en los grupos poblacionales de mayor riesgo, como son los HSH o pacientes que

acuden a clinicas de salud sexual.

Su transmision es por contacto directo entre mucosas. Al no ser de declaracion obligatoria,
existen pocos datos en poblacion general, ya que los estudios de prevalencia estan

focalizados a grupos poblacionales concretos.

En nuestro pais, solo existe un estudio sobre la prevalencia de este microorganismo en
poblacion de alto y bajo riesgo, en el que detectaron una prevalencia de M. genitalium del
3,7% (84). El resto de informacion disponible se centra en subgrupos como los HSH y la

presencia de cepas resistentes a macrélidos.

En Estados Unidos se realiz6 una revision de 40 estudios independientes de mujeres en
poblaciones de bajo y alto riesgo, encontrando una prevalencia del 2% y 7.3%,
respectivamente (85). En 2019, otro estudio realizado por Manhart et al., incluyé 3300
participantes (sintomaticos y asintomaticos), de los cuales 1737 eran mujeres (edad media
33 afos) y 1563 eran hombres (edad media 29 afios), 61% afroamericanos y 43.2% de la

zona sudeste de Estados Unidos, reportando una prevalencia del 10.3% (86).

El metaandlisis realizado por Baumann et al. sobre la prevalencia de M. genitalium en
diferentes grupos de poblacion y distribucion geografica mundial concuerda con los datos
del estudio previo. Se estimé una prevalencia de 1.3% en individuos de 16 a 44 afios sin
diferencias estadisticas entre ambos sexos en paises desarrollados, valor que asciende a
3.9% en paises en desarrollo. En los diferentes subgrupos estudiados, se observé una
prevalencia de 0.9% en gestantes, mientras que en el colectivo de HSH oscilaba entre un
3.2-3.7% en funcidn de si la muestra provenia de la comunidad o de una clinica de salud
sexual. Los valores se incrementan en caso de mujeres trabajadoras del sexo, en las que
la prevalencia va desde el 13.2% y un 26.3% en funcion de si las muestras provenian de

la comunidad o de clinica especializada (87).
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1.3.3. Sindromes clinicos
La evidencia es sélida en cuanto a la clasificacion de Mycoplasma genitalium como un
patdégeno del tracto genitourinario. Respecto a las infecciones a nivel sistémico, no existen
estudios dada la dificultad para su cultivo in vitro. A continuacion, haremos un repaso por
los diferentes sindromes clinicos que puede causar esta bacteria, agrupandolos por el

grupo de pacientes en el que se producen.

1.3.3.1 En hombres
Uretritis no gonocoécica
Es la segunda causa de UNG aguda tras C. trachomatis, produciendo ambos
microorganismos una sintomatologia mas leve que en la causada por N. gonorrhoeae. Se
ha detectado M. genitalium en el 15-25% de pacientes con UNG sintomatica, respecto a
un 5-10% en pacientes sin patologia, y la carga bacteriana detectada por técnicas

moleculares es significativamente mayor en pacientes sintomaticos (79).

La asociacion con UNGNC es aun mas potente, detectando M. genitalium en hasta un
tercio de estos pacientes, lo que constata el papel propio de esta bacteria en la uretritis,

incluso de forma independiente a los patégenos habituales.

M. genitalium es responsable también de una gran proporcién de cuadros crénicos y
recurrentes de uretritis. Su persistencia de hasta en un 40% de casos en hombres con
UNGNC cronica, viene dada por el fallo de erradicacion de la bacteria por tetraciclinas (y
mAas recientemente por azitromicina), y por su localizacién intracelular, la cual le protege

de la accion tanto del sistema inmune como de la terapia antibidtica (79).

Proctitis

El papel etiolégico de M. genitalium en la proctitis es discutido. Se han realizado diversos
estudios sobre este tépico, sin conseguir obtener una respuesta clara. Soni et al. realizaron
un estudio en el que no encontraron asociacion entre la deteccion rectal de M. genitalium
y la presencia de sintomas (88) y Francis et al. solo encontraron una asociacién débil (89).
Bissessor et al. describieron que la carga bacteriana de M. genitalium era mayor en
pacientes HSH con clinica de proctitis que en aquellos asintomaticos, y, entre ellos, mayor
en los infectados por VIH (90). Read et al. tampoco encontraron una evidencia significativa
entre la deteccion de M. genitalium y la presencia de sintomatologia, destacando que el
84% de las infecciones estaban causadas por cepas resistentes a macrolidos (91). A pesar
de esto, y dado que las infecciones asintomaticas no requieren tratamiento, las guias

actuales recomiendan la busqueda de M. genitalium Unicamente en aquellos casos de
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proctitis en los que se han excluido C. trachomatis y N. gonorrhoeae como agentes

etiologicos (92).

Balanopostitis
La inflamacién del glande (balanitis) junto con la inflamacién del prepucio (postitis) se dan
de habitualmente de manera conjunta, y se han asociado de manera significativa con M.

genitalium en un estudio (93).

Prostatitis cronica

No existe evidencia suficiente para considerar a M. genitalium agente etiol6gico en los
cuadros de prostatitis. Solamente se ha evidenciado su presencia en muestras prostaticas
en dos estudios (94, 95), en los que la cantidad de pacientes positivos era muy escasa, por

lo que las guias més actuales ya no mencionan esta patologia.

Epididimitis aguda

La epididimitis aguda es una infeccion complicada que podria estar causada por M.
genitalium, dada su deteccion durante un ensayo clinico de un antibiético en pacientes con
esta patologia (96). Por analogia con C. trachomatis, etiologia claramente establecida en
este cuadro, M. genitalium podria producirlo también, por lo que el estudio de fluido

epididimal junto a orina o exudado uretral debe realizarse en los casos sospechosos (97).

1.3.3.2 En mujeres

Uretritis no gonocécica

Diversos estudios sobre mujeres que acuden a clinicas de salud sexual muestran una
asociacion positiva entre M. genitalium y uretritis. En los paises nordicos, es habitual el
estudio de exudado uretral también en mujeres, pero dado que el nimero de casos es
significativamente menor que en hombres, es necesaria la realizacién de mas estudios para
confirmar si M. genitalium causa sindrome uretral (disuria y frecuencia miccional en

mujeres con orina estéril) o piuria sintomatica o asintomatica (79, 98).
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Vaginosis bacteriana y vaginitis

Asi como M. hominis estd implicado en cuadros de vaginosis bacteriana, el papel de M.
genitalium no estd demostrado en la actualidad. A pesar de haberse detectado por técnicas
moleculares a nivel vaginal, los resultados de los estudios son discordantes. Dado que M.
genitalium es capaz de infectar in vitro células vaginales y causar cuadros inflamatorios
como la balanopostitis (a diferencia de N. gonorrhoeae y C. trachomatis), su implicacion

debe estudiarse en profundidad (79).

Cervicitis

No existe un criterio estandar en la definicién de cervicitis. A nivel clinico, signos como el
exudado mucopurulento, friabilidad cervical, eritema y sangrado tras la toma son altamente
sugestivos, pero muchos autores consideran necesaria la presencia de leucocitos
polimorfonucleares (PMN) en exudado cervical en cantidades variables (>10 o >30, segun
diferentes trabajos) (79). Tras los estudios realizado por Moi et al. (98) y el metaanalisis de
Lis et al. (99), la Ultima guia europea recoge la cervicitis como una de las manifestaciones

clinicas de M. genitalium en mujeres (92).

Enfermedad inflamatoria pélvica

La enfermedad inflamatoria pélvica (EIP) estd considerada una de las principales
complicaciones de la infeccion por M. genitalium. Este cuadro incluye la endometritis
(infeccidn del utero) y/o salpingitis (infeccion en las trompas de Falopio). La laparoscopia
se considera la técnica de referencia para su diagnostico, pero al ser una técnica invasiva
no se hace de forma rutinaria, sino que en muchas ocasiones el estudio de una muestra
endocervical es empleado para el diagnéstico. Multiples estudios respecto a la implicaciéon
de M. genitalium en este cuadro se han llevado a cabo (79), y tal como ocurre en la
cervicitis, el metaanalisis de Lis et al. (99) mostré una asociacion positiva entre la infeccion
por M. genitalium y EIP, evidenciando el doble de riesgo de padecer EIP en los casos en
que M. genitalium es detectado (odds ratio de 2.14[95% IC, 1.31-3.49]). Este valor
ascendia a 2.73 (95% IC, 1.60-4.66) si se excluian los estudios que incluian serologia

como método diagndstico.

Patologia en la reproduccién
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Tal como ocurre en la enfermedad inflamatoria pélvica, el riesgo de parto pretérmino o de
aborto espontaneo es dos veces mayor en las pacientes infectadas por M. genitalium (99).
Estos eventos estan causados por miltiples etiologias, y los microorganismos suponen
solo una pequefia parte de estas. Dado que la prevalencia de M. genitalium es baja, no es
coste-efectiva su deteccion rutinaria en las gestantes (quiza podria plantearse en mujeres
con alto riesgo, con infecciones de transmision sexual - ITS previas o multiples parejas), ni
se ha demostrado aln gue el tratamiento disminuya los casos de parto pretérmino o aborto

espontaneo.

1.3.3.3 En ambos géneros

Infertilidad

Se han realizado mdltiples trabajos dirigidos a comprobar si la infeccion por MG podria
causar infertilidad. Los datos obtenidos son discordantes, y aunque todo parece indicar
gue esta bacteria esta relacionada con el cuadro, se requieren mas estudios para verificar
este hecho (79, 99).

1.3.3.4 Manifestaciones extragenitales

Otra de las posibles manifestaciones es la artritis reactiva adquirida por via sexual (SARA
— sexually acquired reactive arthritis), en la que se observan cuadros de artritis aséptica en
pacientes que padecen o han padecido recientemente UNG. Este cuadro puede ir
acompafiado por conjuntivitis, constituyendo la triada clasica del sindrome de Reiter, y es
mas frecuente en hombres. Aunque los estudios indican una diseminacién hematogena de
la bacteria (tal como ocurre en M. pneumoniae), los resultados no son concluyentes y se

requieren mas trabajos en esta linea (79).

1.3.3.5 Influencia en la transmisiéon del VIH

Tal como ocurre en otras ITS, M. genitalium podria tener un papel relevante en la
adquisicién y transmision del VIH. Esta teoria surgié en 1990, afio en que M. genitalium fue
identificado en la sangre de un paciente con SIDA. Desde entonces, se han llevado a cabo
multiples estudios que muestran una posible relacion causal. En la infeccion por M.
genitalium se produce una respuesta inflamatoria con disrupcién de mucosas, lo que podria

aumentar la susceptibilidad o transmisibilidad del VIH. Ademas, M. genitalium puede
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incrementar el efecto citopético causado por el VIH, estimulando la replicacién viral (por
tanto, acelerando la evolucion de la enfermedad) con el consiguiente aumento de
transmisibilidad. Otra de las posibilidades es que la adherencia de M. genitalium a los

linfocitos infectados por HIV podria estimular la liberacién o multiplicacién viral (100).

La mayoria de los estudios sobre este hecho estan realizados en la cohorte de hombres
HSH o en el Africa subsahariana (101, 102).

1.4. Diagndéstico microbioldgico de las infecciones causadas por M.

pneumoniae y M. genitalium

El diagndstico microbiolégico de las infecciones causadas por M. pneumoniae y M.
genitalium puede abordarse en conjunto a pesar de las particularidades concretas de cada

especie y la patologia causada.

En el caso de M. pneumoniae, tanto por el tipo de clinica que produce como por sus
caracteristicas propias, disponemos de un mayor abanico de herramientas que pueden
contribuir a su diagnostico. Ademas de la sospecha clinica, poseemos no solo pruebas
propias del laboratorio de microbiologia, sino una serie de determinaciones
complementarias muy Utiles en el diagnéstico de los cuadros neumaonicos. Por el contrario.

en M. genitalium el diagndstico se restringe fundamentalmente a las pruebas moleculares.
Veamos en detalle las opciones diagndsticas para una u otra especie:

Sospecha clinica

En el caso de M. pneumoniae, dado que es una enfermedad relativamente frecuente en
nifos y adultos jévenes, se debe sospechar su presencia en aquellos cuadros respiratorios
de vias altas, y en adultos, especialmente en los que no han respondido a tratamiento
previo con antibiéticos betalactamicos. Otro indicio de esta infeccién es la tos persistente
refractaria al tratamiento, o los cuadros de neumonia que no producen ninguna alteracion

radioldgica significativa, especialmente en pacientes inmunodeprimidos.

En M. genitalium, la sintomatologia es similar a la producida por C. trachomatis, pero, a
diferencia de la anterior, los criterios de a quién se le debe hacer el diagnéstico estan
restringidos. Al tratarse de un microorganismo altamente susceptible a la generacion de
resistencias antibidticas, el consenso general es realizar Unicamente su diagndstico (y, por
tanto, su consiguiente tratamiento) a aquellos pacientes sintomaticos con el fin de evitar

tratamientos innecesarios que pudiesen llevar a la generacién de cepas resistentes. En la
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Tabla 7 se recogen las principales indicaciones diagndsticas reflejadas en la Guia Europea

para el manejo de las infecciones causadas por M. genitalium (92):

Tabla 7: Recomendaciones diagnosticas en M. genitalium.

Adaptada de: Jensen JS, Cusini M, Gomberg M, Moi H, Wilson J, Unemo M. 2021 European guideline on the management

of Mycoplasma genitalium infections. Journal of the European Academy of Dermatology and Venereology : JEADV. 2022.

Recomendacién Grado de

evidencia

Indicaciones para testar M. genitalium
Hombres 1B

e Sintomas o signos de uretritis
¢ Epididimo-orquitis aguda en <50 afios

e Proctitis tras excluir NGy CT

Mujeres 1B
e  Cervicitis mucopurulenta
e Sangrado intermenstrual o post-coital
e Disuria de etiologia desconocida
e Dolor pélvico agudo y/o EIP

e  Proctitis tras excluir NGy CT

Contactos sexuales de pacientes positivos 1B
Test previo al fin del embarazo 2B
Todos los test de M. genitalium deben ir seguidos de un ensayo capaz de detectar resistencia 1B

a macrolidos

Deteccion de resistencia a quinolonas no esta indicada de rutina, pero si tras fracaso 1D

terapéutico con moxifloxacino

Muestras clinicas

Primer chorro de orina en hombres y exudado vaginal en mujeres son muestras adecuadas y 1B
pueden ser recogidas por autotoma

Muestras rectales solo en proctitis en las que se han excluido NG/CT 1D
Testar muestras orofaringeas no esta recomendado 1D
Especial control del medio de transporte y procedimiento de extraccién de acidos nucleicos 1C

NG: Neisseria gonorrhoeae, CT: Chlamydia trachomatis, EIP: enfermedad inflamatoria pélvica

Pruebas complementarias

Ademas de las técnicas microbiolégicas per se, existen diversas pruebas complementarias

gue nos pueden ayudar en el diagnéstico de las infecciones causadas por M. pneumoniae:

e Hemograma: aproximadamente un tercio de los pacientes presentan una
leucocitosis moderada, una velocidad de sedimentacién globular (VSG) elevada y
en aquellos pacientes que desarrollen una anemia hemolitica, esta también se

podra visualizar.
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e Crioaglutininas: histéricamente, y antes de que apareciesen muchas de las

técnicas diagnosticas disponibles hoy en dia, la presencia de crioaglutininas era
de alta utilidad en el diagnostico de la neumonia atipica primaria, la cual era
también conocida como “enfermedad de las aglutininas frias”. Esta determinacion
se podia realizar extrayendo sangre en un tubo con anticoagulante e introduciendo
el tubo en agua con hielo durante 30 segundos. En caso de presencia de
crioaglutininas, al inclinar el tubo se observarian coagulos, que revertian al subir la
temperatura. Otro método mas estandarizado era la determinacion de su presencia
por un enzimoinmunoensayo (ELISA). El problema es que la presencia de este tipo
de anticuerpos es inespecifica (aparecen en otras enfermedades bacterianas o
virales) y que solo estan presentes en un 50% de pacientes, lo que hace que

Unicamente se recomiende su uso en casos de muy alta sospecha diagnéstica.

e Radiologia: la presentacién radiolégica de la neumonia atipica primaria es muy
variable y similar a otras patologias respiratorias. La respuesta inflamatoria a la
infeccidén causa un infiltrado mononuclear que en la radiografia se observa difuso,
en zonas perihiliares o I6bulos inferiores, con adenopatia hiliar y distribucién

unilateral (solo un 20% de casos presentan afectacion bilateral).

¢ Anatomia patoldgica: en los casos en los que M. pneumoniae causa la muerte, el

estudio post-mortem revela lesiones en el epitelio de las mucosas con ulceracion
y destruccion ciliar, asi como edema bronquial, infiltrados alveolares y bronquiolitis
obliterante. En casos muy severos se observé derrame pleural difuso o abscesos
pulmonares. Los mecanismos que causan estas alteraciones son principalmente
tres: la adhesién bacteriana en el epitelio respiratorio a través de los receptores de
acido sialico con el organulo de adhesion, que lesionaria directamente el epitelio y
la actividad de los cilios; la toxina CARDS, que dafaria directamente el tracto
respiratorio y provocaria un dafio indirecto al desencadenar una respuesta
inflamatoria potente; y en dltimo lugar, la produccién de autoanticuerpos por la
alteracion de las proteinas de la superficie de las células a las que se une la

bacteria.

Recogida de muestras para el diagndéstico

Para el diagndstico microbiolégico de M. pneumoniae a través de cultivo o técnicas
moleculares, las muestras adecuadas incluyen los frotis nasofaringeos u orofaringeos, asi

como la mayoria de las especimenes con origen en las vias respiratorias bajas (aspirados
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traqueales, esputo, lavado broncoalveolar-BAL, biopsia pulmonar o liquido pleural). Entre
ellas, el esputo es, por consenso en la mayoria de los estudios, la mejor muestra (78), dado
que parece contener mayor cantidad de microorganismo que otras muestras, como el BAL.
A pesar de ello, lo mas comun es la obtencion de muestras de exudado
faringeo/nasofaringeo por su simplicidad y porque en muchos casos, la patologia
respiratoria es “seca”, sin posibilidad de recoleccion de secreciones sin el uso de técnicas
invasivas. En el caso de las infecciones con manifestaciones extrapulmonares, muestras
como sangre, liquido cefalorraquideo, biopsia de piel o tejido de cualquier 6rgano y liquido

pericardico son totalmente aptas para el proceso.

En el caso de M. genitalium, durante anos se defendio la utilizacion de muestras “de
calidad” para el diagnostico de las infecciones en mujeres, como son los exudados
endocetvicales, pero con el tiempo se ha comprobado que los exudados vaginales (incluso
recogidos por la misma paciente) proporcionan resultados 6ptimos dada la alta sensibilidad
de las técnicas empleadas. En los hombres, tanto la orina de la primera parte de la miccién
como los exudados uretrales o frotis rectales, en los casos de proctitis sin deteccion de N.

gonorrhoeae (NG) y C. trachomatis (CT), son utiles para el diagnéstico.

Independientemente del tipo de muestra escogido, un factor clave es su correcto transporte
y conservacién, con un medio (ya sea SP-4 o medio universal de transporte sin antibiético
gue inhiba el crecimiento) que evite la desecacién y conserve la viabilidad de la bacteria
(en caso de solicitar cultivo) y de su material genético para su posterior deteccion por
técnicas de amplificacion gendmica. Los escobillones deben ser de Dacron o polyester,
nunca de alginato o algoddn, porque estos ultimos inhiben las pruebas moleculares. Una
vez recibidas en el laboratorio, se pueden conservar refrigeradas durante un tiempo
limitado o congeladas a -80°C para asegurar la estabilidad tanto para técnicas moleculares

como para cultivo.

Cultivo

Los micoplasmas requieren medios de cultivo complejos, que contengan esteroles,
aminodcidos, acidos grasos y otros componentes que cumplan con sus requerimientos
nutricionales. Las distintas especies se diferencian por su capacidad de fermentar la
glucosa, el uso de la arginina o la hidrdlisis de urea. Los medios de cultivo (ya sean sélidos
o caldos) incluyen en su composicion caldo infusién cerebro-corazén, peptona, extracto de
levadura, suero (bovino fetal, o de caballo), suplementos de aminoacidos, algin metabolito

(glucosa, arginina o urea, en funcion de la especie buscada) y rojo fenol como indicador de

73



pH. El méas utilizado es el comercializado SP-4, ya sea en formato liquido o agar,
desarrollado por Tully et al. (103), y compuesto por caldo infusién cerebro-corazon,
peptona, extracto de levadura, suero bovino fetal, varios suplementos (CMRL), antibiéticos
(para inhibir la contaminacion acompafante), glucosa (como metabolito) y rojo fenol como

indicador del pH.

Como medio sélido, ademas del agar SP-4, también existe el agar modificado de Hayflicks
o el agar diferencial A7 (para micoplasmas genitales). También se dispone de un medio
bifasico (agar y caldo) comercializado (Mycotrim, Irving Scientific). En caso de preparacion
casera en el laboratorio de microbiologia, se deben realizar controles de calidad de cada
uno de los componentes y controles de cada nuevo lote preparado con cepas patron o

cepas de aislados clinicos con pocos pases.
e Mycoplasma pneumoniae

En el caso de M. pneumoniae, su cultivo requiere un nivel de bioseguridad de tipo 2 (cabina
de flujo laminar, por el riesgo de generacion de aerosoles). Su deteccion en medio liquido
SP4 se basa en su capacidad de hidrélisis de la glucosa, la cual acidificara el medio y
producird un cambio colorimétrico del indicador de pH, pasando de fucsia a naranja, y
posteriormente a amarillo, sin ningun tipo de turbidez. Los caldos de cultivo se pueden
incubar a 37°C y sin requerimientos especiales, pero el crecimiento en medio solido se ve
favorecido por la incubacion en presencia de CO; al 5% y con las placas selladas para

evitar la desecacion del agar.

Tanto la muestra original como los positivos o pases ciegos de medio liquido, deben
inocularse también en placa de agar para poder observar con estereomicroscopio el
crecimiento de pequefas colonias esféricas de hasta 100um de diametro con apariencia
de “huevo frito” (por tener la parte central elevada y la periferia hundida, al estar incrustada

en el agar) tras un periodo de 3-4 semanas.

Tanto los cambios colorimétricos en medio liquido como la morfologia de las colonias en
agar corresponden con una identificacion presuntiva de M. pneumoniae, pero para
confirmarlo se deben realizar pruebas adicionales, como la reduccion del tetrazolio, la
hemadsorcion de eritrocitos de cobaya, inhibicion con antisueros, o técnicas de

inmunofluorescencia o PCR (104).

La sensibilidad del cultivo respecto a la PCR es de aproximadamente un 60%, incluso en
los laboratorios con mayor experiencia. Su principal ventaja era el aislamiento de la cepa

para la realizacion de estudios epidemioldgicos o de caracterizacion biolégica y molecular,
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pero en la actualidad no es imprescindible dada la evolucién de las técnicas moleculares y
la disponibilidad de herramientas como la secuenciacién de genomas completos (Whole

Genome Sequencing).

A nivel diagnéstico, a pesar de que su especificidad es de un 100% siempre que se
empleen los métodos adecuados para la identificacion a nivel de especie, su interpretacion,
en caso de ser positivo, es compleja si se utiliza como prueba Unica, ya que la bacteria
puede persistir en el paciente por periodos prolongados tras la infecciéon aguda, en forma
de portador asintomético. En caso de utilizarse como método diagndéstico, se debe
complementar con algun otro tipo de prueba, como son la serologia o las técnicas
moleculares. El aislamiento de la bacteria en liquidos organicos teGricamente estériles si

que es valorable y confirmatorio de su papel etioldgico.

Por los motivos expuestos anteriormente, la mayoria de los laboratorios de diagndstico
clinico optan por otros métodos diagndsticos mas rapidos y sencillos, quedando el cultivo

relegado a centros de referencia o a nivel de investigacion.
e Mycoplasma genitalium

A pesar de que dentro del grupo de los micoplasmas genitales existen especies que se
pueden cultivar, como M. hominis o los ureaplasmas, respecto a M. genitalium, el cultivo
se realiza de forma excepcional en centros de investigacion altamente especializados,
dado gue es extremadamente complejo y requiere lineas celulares Vero o incubaciones de

varias semanas en medio SP4 para llevarlo a cabo, ya que su crecimiento es muy lento.

Figura 5: Cultivo de M. genitalium G37 en medio SP4. El crecimiento de la bacteria produce un viraje del color
del medio a amarillo (tubo izquierdo) respecto a la tonalidad naranja del medio sin crecimiento (tubo derecho).

Imagen cedida por la Dra. Chloé Le Roy, Universidad de Burdeos.

Técnicas de deteccion de antigeno
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Las técnicas de deteccion de antigeno presentan baja sensibilidad (60-68%) vy
especificidad, dada las reacciones cruzadas con otras especies de micoplasmas vy la
similitud antigénica entre M. pneumoniae y M. genitalium, por lo que su utilidad y aceptacion

son limitadas.

En el caso de M. pneumoniae, existen varias técnicas como son la inmunofluorescencia
directa, la contra-inmuno-electroforesis, el inmunoblot o los enzimoinmunoensayos, de los
gue el Pneumofast Ag (Internacional Microbio. Signes, France) ha sido el mas utilizado. Su
sensibilidad y especificidad, tomando como gold standard la serologia, era bastante
aceptable, pero la aparicién de técnicas moleculares como la PCR ha hecho que la

deteccién de antigenos haya quedado practicamente en desuso.

Técnicas seroldgicas

La serologia supone el método diagndéstico mas ampliamente empleado en el diagndstico

de las infecciones por M. pneumoniae.

Sin embargo, en el caso de M. genitalium (y en el resto de micoplasmas urogenitales) no
representa una alternativa valida. La ubicuidad de muchas de las especies hace que la
interpretacion de los titulos de anticuerpos sea compleja, ya que la existencia de estos (sin
otra prueba complementaria positiva) no es significativa. Diversos métodos como
inmunofluorescencia, enzimoinmunoanalisis, microinmunofluorescencia o métodos de
inhibiciébn metabdlica para el diagndstico de M. genitalium, M. hominis o Ureaplasma spp.
fueron comercializados en su momento, pero cayeron en desuso por su baja utilidad

comparada con las técnicas moleculares (105).

Para comprender el diagnéstico serolégico de M. pneumoniae es necesario conocer la
dinamica de la respuesta inmune a este tipo de infecciones. M. pneumoniae posee
antigenos glucolipidicos y proteicos que provocan una respuesta inmune en el individuo
afectado. El sistema inmune de los pacientes inmunocompetentes responde de manera
rapida, consiguiéndose un pico de anticuerpos a las 3-6 semanas post-infeccion (en la
primera semana IgM, que ird seguida de la produccién de IgG en las dos semanas
posteriores), y sus niveles irdn bajando de forma progresiva a lo largo del tiempo (en un

periodo de meses o incluso afios).

Dado que los serotipos de M. pneumoniae van variando en las distintas olas epidémicas
(lo que hace que los individuos puedan reinfectarse con las diferentes variantes), la
deteccién de IgM es especialmente Gtil en la poblacién pediatrica, en la que la probabilidad

de exposicidn previa es relativamente menor que en la poblacién adulta.
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En los adultos infectados previamente, la respuesta inmune especifica puede ser baja o
carecer de IgM. Su ausencia no excluye la infeccién, ya que la respuesta a infecciones
repetidas con el tiempo puede ser a expensas de anticuerpos tipo IgG. Por otro lado, el
hecho de que la IgM esté presente no implica necesariamente que se trate de una infeccion
aguda, ya que sus niveles pueden mantenerse altos durante largos periodos de tiempo y

podrian corresponder a una infeccién previa.

Por tanto, el diagnéstico serolégico de referencia se basa en la deteccion de
seroconversion, es decir, del aumento de cuatro veces el titulo de anticuerpos entre la

muestra obtenida en la fase aguda y la obtenida en la fase de convalecencia.

A lo largo del tiempo se han empleado diversas técnicas comerciales para la deteccién de

anticuerpos (ver Tabla 8), las cuales revisaremos en detalle a continuacion:

e Fijacion del complemento (FC): fue una de las primeras técnicas empleadas en el

diagnéstico serolégico de M. pneumoniae. Empleaba como antigeno un extracto
lipidico de M. pneumoniae o una suspension de lisado bacteriano. Los resultados
eran en muchas ocasiones inespecificos, tanto por la complejidad antigénica de la
bacteria como por reacciones cruzadas con otros micoplasmas. Esta técnica
detecta tanto IgM como IgG, y el incremento en cuatro veces del titulo entre una
muestra de fase aguda y una de fase de convalecencia o titulos superiores a 1/32,
proporcionan una sensibilidad del 90% y una especificidad del 88%. Su complejidad
y la gran cantidad de variables para controlar hizo que esta técnica fuese

desplazada por otras opciones (106).

e Inmunofluorescencia (IF): son técnicas sencillas que permiten una cuantificacion de

los resultados. Su principal problema es que su lectura e interpretacién son
subjetivas y que algunas sustancias, como el factor reumatoide, pueden causar
reactividad cruzada.

¢ Aglutinacién: estas técnicas utilizan particulas, ya sean de latex, gelatina o
eritrocitos (en este caso, hablaremos de hemaglutinacién), como soporte para una
suspension antigénica de M. pneumoniae. Detectan conjuntamente IgM e IgG y
también permiten su cuantificacion. Son de facil realizacién y elevada especificidad,
aunque los mejores resultados se consiguen realizando la determinacién pareada
de dos muestras seriadas. En 2003, Templeton et al. reportaron que una muestra
de suero del inicio de la infeccion permitia diagnosticar un 50% de las infecciones,
y en caso de disponer de una muestra de la fase de convalecencia, la sensibilidad

incrementaba hasta el 66%, siempre que se valorasen titulos 21/320 (107).
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Tabla 8:

Enzimoinmunoandlisis (EIA): son las técnicas mas ampliamente utilizadas en los

laboratorios clinicos. Emplean una amplia variedad de preparados antigénicos
(proteinas purificadas, mezcla de antigenos crudos, péptidos sintéticos,
glucolipidos purificados) y su fundamento siempre es el mismo: el suero del
paciente se incuba en una fase soélida, en la cual esta fijado el antigeno. La unién
de anticuerpos especificos se revelara con el uso de un conjugado (anti-anticuerpo
marcado con un enzima) y su sustrato correspondiente. Presentan una buena
sensibilidad y permiten la deteccion individual de IgM o IgG, se comercializan en
diferentes formatos (membrana, microplacas, tiras de pocillos...), son
automatizables y el volumen de muestra requerido es bajo. A pesar de ello, la
utilizacion de una segunda muestra de la fase de convalecencia sigue siendo
requerida para obtener una alta sensibilidad. Algunos estudios refieren la IgA como
el mejor indicador de infeccion aguda, pero se ha visto que su especificidad es baja
(108).

Técnicas seroldgicas comerciales para la deteccién de anticuerpos frente a M. pneumoniae.

Adaptada de: Waites KB, Xiao L, Liu Y, Balish MF, Atkinson TP. Mycoplasma pneumoniae from the Respiratory
Tract and Beyond. Clinical microbiology reviews. 2017;30(3):747-809.

Tipo de Ac detectados @ Equipamiento Descripcion SEN R EEEIEES)]
EIA IgM/1gG Espectrofotometro = Placa de microtitulacion con  Inmunowell
Ag absorbido en poliestireno  Mycoplasma  IgM/IgG
y conjugado marcado antibody (GenBio, San
enzimaticamente. Diego, CA)
Cuantitativo
Requiere poco volumen de
muestra (<100pL)
Adaptable al volumen de
trabajo
EIA de IgM/IgM+IgG Ninguno Membrana impregnada con Inmunocard (Meridian
membrana antigeno, conjugado Bioscience,
marcado enzimaticamente Inc.,Cincinnati, OH)
anti-IgG o IgM. M. pneumoniae 1gG/IgM
Rapido antibody test (Thermo
Fisher, Lenexa, KS)
AP IgM/IgG Ninguno Particulas de latex/gelatina SerodiaMyco Il
IgM+1gG recubiertas de Ag, que en (FujirebioDiagnostics,

Inc., Malvern, PA)
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presencia de Ac dan
reaccion visible.
Cuantitativa (placa
microtitulacion) o cualitativa

(tarjeta)

IF IgM/1gG Microscopio de Ag fijado a portaobjetos, Mycoplasma antibody
fluorescencia conjugado especifico anti- test system (Zeus
1gG/IgM.Cuantitativa. Scientific, Inc.,

Lectura manual (subjetiva) Branchburg, NJ)

Abreviaturas: Ag, antigeno; Ac, anticuerpo; EIA, enzimoinmunoanalisis; AP, aglutinacion de particulas; IF,

inmunofluorescencia

Con todos estos conceptos en mente, la seleccibn de una técnica seroldgica esta
condicionada no solo por criterios funcionales (implantacién en el flujo de trabajo del
laboratorio, sensibilidad/especificidad, posibilidad de automatizacion...) sino que se debe
tener en cuenta la dindmica de anticuerpos en esta infeccion y el tipo de poblaciéon que
debemos diagnosticar, ya que la sensibilidad diagnéstica podria variar. En nifios pequefios,
las técnicas que detectan IgM son claramente Utiles, incluso empleandolas en muestra
Unica. Esto facilita ampliamente el diagndstico, ya que la patologia producida en este grupo
poblacional suele ser leve y en muchos casos se puede prescindir de una segunda analitica

en la fase de convalecencia (109).

Técnicas moleculares

Los métodos moleculares son la técnica diagnostica preferente en la actualidad para
ambas especies de Mycoplasma. En el caso de M. genitalium, estas técnicas son de
especial relevancia por ser las utilizadas de forma universal para el diagnéstico, ya que
como hemos referido anteriormente, el cultivo es extremadamente complejo (requiere de
lineas celulares para su realizacién) y la serologia no es util al presentar multiples

reacciones cruzadas con otros micoplasmas.
Mycoplasma pneumoniae

Los primeros estudios sobre métodos moleculares para la deteccion de M. pneumoniae
datan de finales de los afios ochenta, y desde entonces han evolucionado aportando mayor
sensibilidad, rapidez (obtencion del resultado en el mismo dia) y posibilidad de aplicacion
en muestras con alto nUmero de bacterias acompafiantes (que en el cultivo impiden y/o
enmascaran el crecimiento de M. pneumoniae). Por esta razén, se han convertido en el

“nuevo gold standard” frente al cultivo, que era la técnica de referencia tradicional, pero su
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complejidad ya descrita anteriormente ha hecho que las PCR lo hayan desbancado como

referencia.

La muestra Optima para el diagnostico por PCR es el esputo, aunque el exudado faringeo
0 nasofaringeo (este ultimo con mayor nimero de inhibiciones que el faringeo) son las mas
utilizadas ya que la tos presente en la neumonia por M. pneumoniae no suele ser

productiva.

Las dianas utilizadas son variadas, como el gen de la citadhesina P1, 16S rRNA,

espaciador 16S-23S rRNA, gen de la toxina CARDS o el operon de la ATPasa, entre otras.

Existe gran numero de técnicas disponibles, convencionales o a tiempo real, pero las
técnicas caseras estan quedando cada vez mas relegadas a expensas de la amplia
disponibilidad de reactivos comerciales, que en muchos casos pueden ser técnicas de PCR
multiple en paneles sindromicos, que permiten el diagnéstico de neumonia por M.
pneumoniae a la vez que de otros patégenos causantes de un cuadro clinico similar (por

ejemplo, C. pneumoniae o L. pneumophila).
Tabla 9: Test comerciales disponibles para la deteccién molecular de M. pneumoniae.

Adaptada de: Waites KB, Xiao L, Liu Y, Balish MF, Atkinson TP. Mycoplasma pneumoniae from the Respiratory

Tract and Beyond. Clinical microbiology reviews. 2017;30(3):747-809.

Reactivo

Técnica/método

de deteccion

Patogenos
detectados

Fabricante

Loopamp Mycoplasma
pneumoniae
DNA amplification kit

lllumigene Mycoplasma

LAMP, turbidimetria

M. pneumoniae

Eiken Chemical, Tokyo,
Japén

Meridian BioScience, Inc.,
Cincinnati, OH, USA

Mycoplasma/Chlamydophila
pneumoniae real-time PCR kit

PCR duiplex a tiempo
real

C. pneumoniae

B. pertussis bioMérieux/Biofire
. PCR mudiltiple, M. pneumoniae Diagnostics,
FilmArray RP microarray C. pneumoniae Inc., Salt Lake City, UT,
diversos virus respiratorios USA
L M. pneumoniae .
PCR muiltiple, . Argene, Inc. Shirley, NY,
Chlamylege hibridacion C. pneumoniae USA
Legionella spp.

ArgeneChla/Myco pneumo PCR midiltiple a bioMérieux/Argene Marcy
assay tiempo real M. pneumoniae I'Etoile, Francia

Diagenode, Liege, Bélgica

Simplex M. pneumoniae

Mycoplasma pn. Q-PCR Alert

PCR monoplex a
tiempo real

PCR monoplex con

M. pneumoniae

Focus Diagnostics, Cypress,
CA, USA

Nanogen Advanced
Diagnostics,
Buttigliera Alta, Italia

Minerva BioLabs, Berlin,

H. influenzae

Venor MP gel de agarosa o a .
. Alemania
tiempo real
M. pneumoniae
PCR midiltiple a C. pneumoniae . . .
Genaco Resplex | tiempo real L. pneumophila Qiagen, Venlo, Paises Bajos
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N. meningitidis
Respinder 19 et | & peumonie
) : Patho Finder, Maastricht,
L. pneumophila Paises Bajos
RespiFinder SMART 22 B. pertussis
several viruses
M. pneumoniae
C. pneumoniae
Allplex™ L. pneumop_hila
PneumoBacter Assay B. pertussis ;
B. parapertussis
S. pneumoniae
PCR miuiltiple a H. |nf|uenz§e
; M. pneumoniae
tiempo real C. pneumoniae
Seeplex® PneumoBacter ACE L. pneumophila Seegene Inc., Seoul, Korea
detection B. pertussis,
S. pneumoniae
H. influenzae
M. pneumoniae
C. pneumoniae
Anyplex™ |l RB5 Detection L. pneumophila
B. pertussis
B. parapertussis
GeneProof M. pneumoniae GeneProof, Brno, Republica
Checa
BactoReal Mycoplasma PCR monoplex a Ingenetix GmbH, Vienna,
pneumoniae tiempo real Austria
M. pneumoniae LightMix kit M. pneumoniae TIB MolBiol, GmbH, Berlin,
Alemania
BD Diagnostics, Sparks,
Desplazamiento de MD,
BD Probe Tec ET hebra, fluorescencia USA
NUCliSENS Easy Q Multiplex NASBA M. pneumon?ae bioMérieux, Marcy I'Etoile,
C. pneumoniae Francia

Ademdas de las técnicas clasicas de PCR, podemos encontrar diversas tecnhologias
adicionales, como son la LAMP (loop-mediated isothermal amplification), que utiliza una
temperatura constante para la amplificacion del DNA, la cual es detectada por un aumento
de turbidez por depdsitos de pirofosfato de magnesio. Al no existir variacion de
temperatura, es un método mas sencillo y barato, adecuado para aguellos laboratorios que
no poseen instalaciones adecuadas o personal formado en la realizacion de PCR. Otro de
los métodos disponibles es el NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification),
basado en la deteccion de RNA por un proceso complejo que incluye la sintesis de DNA a

través de una transcriptasa reversa en condiciones isotérmicas.

Independientemente de la metodologia utilizada, controlar la calidad de los procesos es
esencial para evitar la aparicion de resultados falsos positivos (contaminacién cruzada,
sobre todo en PCR convencional) o falsos negativos (sustancias inhibidoras de PCR,
preparacion incorrecta de reactivos o condiciones de PCR o de extraccion del material

genético inadecuadas).
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Considerando todos estos factores, y teniendo en cuenta que M. pneumoniae puede
persistir colonizando nasofaringe durante periodos variables de tiempo sin ocasionar
ningun tipo de patologia, el diagndstico de M. pneumoniae con técnicas moleculares no
debe realizarse de forma aislada, sino en conjunto con otras técnicas como la serologia, y
teniendo en cuenta el tipo de paciente y la clinica que presenta.

Por ejemplo, en el caso de tener un resultado de PCR positiva con una serologia negativa,
existen multiples explicaciones plausibles: que se trate de un paciente de edad avanzada
0 nifios muy pequefios con baja respuesta inmune o que la muestra de suero se haya
tomado muy al inicio de la infeccién, correspondiendo con el periodo ventana para la
sintesis de anticuerpos.

También podria ocurrir el caso contrario: una PCR con resultado negativo y una serologia
positiva, lo que podria ocurrir tras tratamiento antibiético, ya que los anticuerpos

permanecen elevados durante periodos prolongados tras la infeccion (44, 110, 111).

Por otro lado, no existe un punto de corte concreto en copias/mL que nos permita distinguir
con técnicas moleculares si un paciente tiene una infeccién activa o esta colonizado, por lo
gue la combinacién de métodos diagnésticos parece la opciébn mas acertada para no

sobreestimar los diagndésticos por M. pneumoniae.

Mycoplasma genitalium

En el caso de M. genitalium, las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos suponen la
herramienta principal de diagnéstico. Su principal diana es la adhesina MgPa. A pesar de
estar comercializados numerosos reactivos para la deteccion por PCR en tiempo real,
muchos de ellos no estan aprobados por la FDA (112) y los que poseen marcado CE se

basan en una validacion limitada.

La mayoria de los kits de PCR son en tiempo real, y pueden contener M. genitalium como
diana Unica (aunque normalmente no solo proporcionan la deteccion del microorganismo,
sino que detectan las principales mutaciones asociadas a resistencia antibiética) o de tipo
multiplex, que permiten el diagnostico sindrémico de las infecciones de transmision sexual
con la deteccién simultdnea de los principales patégenos asociados. En este ultimo caso,
en caso de detectar M. genitalium, habria que realizar posteriormente el analisis molecular

de resistencia antibiotica.
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A diferencia con M. pneumoniae, en el caso de M. genitalium no existen como tal los
portadores asintomaticos, sino que todos los pacientes son infectados, sintomaticos o
asintomaticos, pero el manejo de cada grupo es totalmente distinto. Dado el potencial de
este microorganismo de convertirse en una de las proximas superbacterias
multirresistentes a la mayoria de las opciones terapéuticas, la guia europea de 2021
recomienda su busgueda Unicamente en pacientes sintomaticos, y en los casos en que sea
detectado, realizar el tratamiento correspondiente (92).

Esto es relevante, porque el uso de paneles tipo multiplex para el diagnéstico sindromico
se emplea en ocasiones para cribados poblacionales en busqueda de C. trachomatis. En
este tipo de poblaciones, en caso de detectar M. genitalium, solo debe ser tratado si se
constata la presencia de sintomatologia con el objetivo de minimizar la generacion de

resistencias.

Respecto al tipo de muestra en el que se debe realizar el diagnéstico molecular, es
complicado decantarse debido a que la rentabilidad de la muestra analizada esta
directamente relacionada con el tipo de método de extraccibn y PCR empleada
posteriormente.

Segun la actual Guia Europea para el manejo de las infecciones causadas por M.
genitalium (92), la orina de primera miccion es la muestra recomendada en hombres,
mientras que los exudados vaginales (recogidos por un profesional sanitario o mediante
auto-toma) también presentan una sensibilidad adecuada (incluso superior a la de orina o
exudado endocervical), por lo que son la localizacion de eleccién en caso de tener una
Unica muestra de la paciente (79). Los exudados rectales también son una muestra éptima
especialmente en el caso de HSH, en los que hasta un 70% de las infecciones en esta
localizacibn no serian detectadas si no se recoge este tipo de muestra (ya que
habitualmente presenta poca sintomatologia). Sin embargo, dado el elevado riesgo de
resistencia combinada a macrdlidos y quinolonas en este colectivo, en la actualidad solo
se recomienda la busqueda de M. genitalium en pacientes con proctitis sintoméatica en los
gue se hayan descartado los patégenos mas habituales (C. trachomatis y N.gonorrhoeae)
(92). Otras muestras, como el fluido epididimal, la biopsia prostatica 0 muestras tubaricas

pueden ser empleadas en casos concretos, pero no de forma rutinaria.

Nuevos métodos diagnosticos

Entre las nuevas tecnologias disponibles para el diagnostico se encuentra el espectrémetro
de masas tipo MALDI-ToF (Matrix-assisted laser desorption/ionization- time of flight). Este

método se utiliza de manera rutinaria en muchos laboratorios clinicos para la identificacion
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de microorganismos a partir de cultivo, y este punto es el limitante en el caso de los
micoplasmas. Como hemos mencionado anteriormente, el cultivo solo se realiza en centros
de referencia, pero en este tipo de instalaciones, diversos estudios sefialan que la
concordancia de identificacion entre MALDI-TOF y métodos convencionales en el caso de
M. pneumoniae es muy elevada y que su empleo para el subtipado de cepas en funcién de

la proteina P1 presenta una sensibilidad y especificidad excelente (113, 114).

Otras tecnologias con amplio potencial son el NA-SERS (nanorod array-surface enhanced
Raman spectroscopy), que en los estudios realizados ha mostrado capacidad para la
identificacion y tipado de M. pneumoniae de forma simultanea, lo que la convierte en una
posible herramienta de nueva generacién para su futura aplicacion a nivel diagnostico, y la

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR).

Esta ultima se trata de una técnica fenotipica introducida en los afios 50, que permite la
diferenciacion de los microorganismos basandose en la comparacion de los patrones de
absorcion de la luz infrarroja tras la aplicacion de la transformada de Fourier (115). Estos
patrones varian en funcién de los grupos funcionales presentes en las biomoléculas, como
son las proteinas, lipidos o carbohidratos, contribuyendo estos Ultimos de forma mas

significativa a las diferencias entre los espectros de bacterias de la misma especie.

El FTIR se ha aplicado ampliamente en investigacion biomédica, especialmente en el
campo del cancer por su capacidad de detectar alteracion celular, y mas recientemente a
nivel microbiolégico para la caracterizacion de brotes causados por cepas multirresistentes
(116).

Respecto a los micoplasmas, esta técnica se ha empleado como método de deteccién de
contaminaciones de cultivos celulares por distintas especies de Mycoplasma, pero aun no

se han descrito estudios aplicados al diagnéstico clinico (117, 118).

1.5. Estudios epidemioldgicos: técnicas de tipado molecular de
cepas

Mycoplasma pneumoniae y Mycoplasma genitalium poseen genomas de pequefo tamafo,
y a pesar de su similitud genética, los estudios epidemioldgicos sobre M. pneumoniae son
numerosos, frente a la escasa informacion disponible para M. genitalium. Ambos poseen
regiones con un elevado numero de repeticiones, distribuidas en regiones similares pero

no de forma idéntica: en M. pneumoniae suponen hasta un 8% del total del genoma
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(RepMP 1, 2/3, 4 y 5), y en M. genitalium un 4% (nueve zonas, conociéndose como

regiones MgPar).

Existen diferentes métodos de tipado, aplicados bien a la caracterizacion de las principales
proteinas de adhesién de cada especie, o bien a las regiones con alto nimero de
repeticiones, como el MLVA (multi-locus variable-number tandem-repeats analysis), el
MLST (multilocus secuence typing) o las técnicas de genotipado SNP (single nucleotide
polimorfisms). El indice de discriminacion (ID) de una técnica de tipado debe ser igual o
superior a 0.9 para considerarla como adecuada para la correcta diferenciacién entre

cepas.

Todas estas técnicas parece que seran desplazadas por la secuenciacion masiva, con
mayor poder de discriminacién, que podria utilizarse tanto en rutina clinica como en el

estudio de brotes y diseminacion de cepas resistentes.

Ademas de las anteriores, otras técnicas han sido desarrolladas, pero no empleadas de
forma general, como la PCR con analisis de curvas de melting o la pirosecuenciacion para
diferenciar los diferentes genotipos de pl en M. pneumoniae. Asimismo, el el MALDI-ToF
se ha mostrado util tanto para la identificacion de esta bacteria como para la diferenciacion
de los dos principales subtipos, y el NA-SERS o el FTIR, descritas en el apartado de
diagnéstico, también estan en pleno desarrollo para su empleo en la caracterizacion de las
cepas (119).

Describamos a continuacion las principales técnicas de caracterizacién molecular:
1. Tipado de genes codificantes de proteinas de adhesion:

En ambos micoplasmas, la secuenciacion de los genes codificantes de proteinas

de adhesion ha sido el método mas utilizado para la caracterizacion molecular.

En el caso de M. pneumoniae, la secuenciacion del genoma de la proteina P1 para
la clasificacion en los subtipos 1y 2 ha sido llevada a cabo por diversas tecnologias
qgue han ido evolucionando con los afios. El primer método molecular para el tipado
de cepas de M. pneumoniae fue la técnica de huella de DNA (DNA fingerprinting)
mediado por PCR, el cual confirmé la presencia de dos tipos principales de cepas
(119). Posteriormente aparecieron otros métodos mas dirigidos que permitian una
mayor diferenciacién, como los polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) o la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), que
requerian partir de un cultivo de microorganismo para conseguir grandes cantidades
de DNA.
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Dada la complejidad para cultivar esta bacteria, posteriormente se comenzaron a
utilizar las técnicas de tipado partiendo de una PCR previa en vez de cepa, lo que
permitia obtener la cantidad de acidos nucleicos necesaria sin necesidad de cultivo.
A partir de este producto amplificado, se han utilizado tanto las propias técnicas de
RFLP mencionadas previamente y otras metodologias, como la electroforesis en
gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE) o el andlisis en la variacion de
temperaturas de fusién (high resolution melting — HRM), que permite visualizar las
mutaciones por diferencias de temperatura de fusion entre la cepa salvaje (wild-

type) y las cepas mutadas.

La secuenciacion masiva, con alto poder discriminatorio, ha permitido analizar en
profundidad el genoma del microorganismo, detectando multiples variaciones entre
los subtipos 1y 2 no solo a nivel de los elementos repetitivos. Aun asi, parece que
ambos subtipos corresponden a linajes estables a lo largo del tiempo, y lo
interesante de este tema radica en ver las diferencias a nivel clinico que implica la
deteccién de uno u otro subtipo. Por ejemplo, se ha constatado que ambos subtipos
producen distintos tipos de biofilm, o que el subtipo 2 podria tener una mayor
expresion de toxina CARDS. Las lineas de investigacion actuales se centran en
encontrar si existe relacién entre los subtipos de P1 y la gravedad clinica de los
cuadros o la resistencia antibidtica, pero actualmente se requieren mas estudios

para demostrar las premisas anteriores.

En el caso de M. genitalium, el tipado del gen mgpB que codifica para la principal
adhesina de la bacteria (MgPa o P140) es la principal herramienta de
caracterizacion gendémica, al haber demostrado poseer un poder discriminatorio
adecuado, ademas de ser reproducible y estable. A diferencia de M. pneumoniae,
la caracterizacion de esta regién ha generado cerca de 250 subtipos descritos en
la actualidad, confirmando la variabilidad de esta regioén por sus polimorfismos. El
ID empleando el gen mgpB oscila entre 0.82'y 0.99. Genotipado de polimorfismos
de nucledtido unico (SNPs): la diferenciacion de subtipos no esta restringida a los
genes de las adhesinas de ambas especies, sino que existen otros loci 0 SNPs
tributarios de ser analizados, como son el 16S rRNA, el 23S rRNA, la region

espaciadora entre ambos o el operon rRNA (120)

En el caso de M. pneumoniae, con estas dianas, técnicas como el NASBA, las
PCRs en tiempo real y la pirosecuenciacion (técnica que trataremos en detalle mas

adelante) han permitido la correcta clasificacion de los subtipos.
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Tal como referiamos en el apartado previo, los estudios realizados en M. genitalium
estdn basados en la busqueda de este tipo de polimorfismos. En 2006, la
caracterizacion molecular de las cepas por SNPs del gen mgpB sirvi6 para
demostrar la transmision sexual de este patdgeno (121). Los estudios actuales
buscan evaluar la dindmica de transmisién de este patdégeno, asi como la relacion

de los genotipos con las mutaciones asociadas a resistencia antibiética (122, 123).

Multilocus Variable-number tandem-repeat Analysis (MLVA): este método fue
desarrollado por Dégrange et al. en 2009 (124) para el tipado de M. pneumoniae .
Se basaba en el analisis de 5 regiones de repeticiones en tandem (variable-number
tandem-repeat — VNTR) que clasific6 como loci Mpnl y Mpn13-16, polimoérficas,
pero con alta estabilidad. Esto hizo que se convirtiese en un método adicional de
clasificacién para M. pneumoniae , ya que proporcionaba mas informacion que el
subtipado de la proteina P1 y poseia un ID de 0.92. El inconveniente que presenta
es que, de las 5 regiones, el locus Mpn1l es inestable, por lo que muchos autores
propusieron la creacién de un esquema de MLVA que incluyese los otros cuatro
locus (Mpn13-Mpn16). Esto redujo el poder discriminatorio de la técnica al disminuir
el numero de patrones de MLVA, pero mejoro significativamente la robustez de la
técnica. Este nuevo esquema de tipado revelé que los patrones mas comunes en
los ultimos 10 afios en diversas partes del mundo fueron el 4-5-7-2, 3-5-6-2 y 3-6-
6-2. Algunos estudios encuentran una relacién estadisticamente significativa entre
el patrén 4-5-7-2 y una mayor tasa de resistencia a macroélidos (125). Dado que en
la actualidad se dispone de técnicas de secuenciacion masiva, uno de los objetivos
es la busqueda de nuevos locus para ampliar el esquema de MLVA y aumentar su
poder discriminatorio. La aplicacién del MLVA con 4 6 5 loci puede depender del
objetivo deseado: para estudios epidemioldgicos a largo plazo o globales, el
esguema estable de 4 regiones es el adecuado, mientras que para estudios
epidemiolégicos a corto plazo, el esquema completo aporta una informacion mas
precisa (126).

En M. genitalium se ha empleado el estudio de regiones cortas repetitivas en el gen
MG309, el cual codifica para una lipoproteina de superficie y que posee un indice
de discriminacién entre 0.84 y 0.95 (119). EI MLVA también ha sido empleado, pero
los resultados obtenidos revelaron que la inestabilidad in vivo de las regiones
repetitivas en este microorganismo hace que, a pesar de su elevado poder
discriminatorio, no sea una técnica adecuada para la realizacion de estudios de

transmision en este patogeno. El analisis de SNPs en mgpB es el recomendado
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1.6.

para estudios epidemiolégicos, y la combinacion de esta técnica con el estudio de
las repeticiones cortas (short tandem repeat) del gen MG309 podria ser utilizado en
estudios que se focalicen en redes de transmisién sexual concretos por su elevado
poder de discriminacion (ID=20.95) (127).

Multilocus Sequence Typing (MLST): esta técnica de tipado se ha empleado
Unicamente en M. pneumoniae y se desarrollaron dos métodos basados en el
analisis de polimorfismos de 8 genes (MPNO0O03, MPN185, MPN246, MPN307,
MPN528, MPN576, MPN600 y MPN628) que codifican para proteinas constitutivas
(128) o para proteinas constitutivas (MPN004, MPNO050, MPN168, MPN246 y
MPN516), lipoproteinas (MPN442 y MPN582) y la adhesina P1 (MPN141) (129).
Ambos métodos pueden ser utilizados tanto en la caracterizacion de cepas
obtenidas por cultivo como a partir del extraido de DNA de muestras positivas (130),
proporcionando un codigo numérico o un perfil de mutaciones puntuales
comparable entre diferentes laboratorios. Ademas, el estudio de Brown et al. disefié
una base de datos que incluia todos los genotipos detectados por MLST vy la

comparacion entre los diversos perfiles obtenidos (128).

Estas técnicas aportan un mayor poder discriminativo que el esquema de MLVA de
4 locus o el tipado de la proteina P1. No requieren cultivo, pero la parte de

secuenciacion tiene precio elevado y es muy laboriosa.

Para evitar los inconvenientes de secuenciacion de la técnica anterior, surgio la
tecnologia SnaPshot, que también analiza 8 genes y que detecta SNPs por una
emision de fluorescencia. Su tiempo de realizacion es de solamente unas 7 horas
a partir de DNA extraido, por lo que se puede emplear en muestras clinicas sin
necesidad de cultivo. Su poder discriminativo es también superior al esquema de
MLVA en 4 regiones (44).

Tratamiento de las infecciones causadas por M. pneumoniae y
M. genitalium

Los micoplasmas son bacterias que carecen de pared celular, lo que hace que sean

intrinsecamente resistentes a aquellos antibidticos que interfieren en su proceso de

sintesis, como son los antibidticos betalactamicos, los glucopéptidos o la fosfomicina.

Ademas, otros antimicrobianos como son el trimetoprim, sulfonamidas, rifampicina,
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polimixinas, &cido nalidixico y algunas oxazolidinonas, como el linezolid, también son

inactivas, por lo que restan pocas opciones para el tratamiento de estos microorganismos.

Los antimicrobianos que clasicamente se han empleado en su tratamiento son aquellos
gue acttan inhibiendo la sintesis de proteinas a nivel del ribosoma bacteriano, como son
macrolidos, ketdlidos, estreptograminas y tetraciclinas, o aquellos que inhiben la replicacién

del DNA interfiriendo con las topoisomerasas, como son las quinolonas.

A continuacién, se exponen los diferentes matices existentes en cada especie en relacion

con el tratamiento de las infecciones que producen.

Mycoplasma pneumoniae

En los afios 60, cuando se describieron las primeras infecciones causadas por M.
pneumoniae, existia cierta tendencia a asumir que el tratamiento antibiético no era
necesario por tratarse de una enfermedad autolimitada que se resolvia sin necesidad de
antimicrobiano. Con el paso de los afios, se ha comprobado que la administracion de
antibiéticos reduce tanto la duracion de los sintomas respiratorios como la transmision de

la bacteria.

A nivel general, macroélidos y ketolidos son los antimicrobianos més potentes frente a M.
pneumoniae, con concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) <0.001 pg/ml. Claritromicina
y azitromicina han sido utilizadas ampliamente, dado que ambas mejoran la tolerabilidad
gue tenia eritromicina y, ademas, la azitromicina tiene mayor semivida plasmatica,

permitiendo cursos de 5 dias de tratamiento.

En cuanto a las tetraciclinas, tanto doxiciclina como tetraciclina son activas (siendo
doxiciclina mas potente con CMIs <0.25 ug/ml) y deben considerarse en los casos con
afectacién a nivel del sistema nervioso central. El uso de estos antimicrobianos ira ligado
al uso de corticosteroides, y en los casos de encefalomielitis aguda diseminada, la
plasmaféresis o las inmunoglobulinas intravenosas deben ser consideradas si los

corticoides no surten efecto.

Las fluoroquinolonas presentan CMIs algo superiores a los macrélidos (0.06-0.125 pg/ml,
dentro del rango de sensibilidad), y dada su actividad bactericida, su uso esta indicados en
la erradicacién de infecciones en pacientes inmunodeprimidos o en infecciones

extrarrespiratorias.

Durante muchos afios, los macrélidos han sido el tratamiento de eleccion en las infecciones
causadas por M. pneumoniae, sobre todo en nifios en los que las quinolonas y las

tetraciclinas estan contraindicadas por su potencial toxicidad.
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A pesar de todo, la situacion mas habitual en los servicios médicos (ya sea en atencion
primaria u hospitalaria), es la de atender a un paciente con clinica de NAC cuya etiologia
es desconocida en ese momento, y que requiere de un tratamiento empirico. En adultos
con buen estado general, lo habitual es prescribir un tratamiento que cubra los principales
agentes causales del cuadro clinico (S. pneumoniae, M, pneumoniae, C. pneumoniae y L.
pneumophila), como es la combinacién de un betalactamico con un macrélido (amoxicilina
0 amoxicilina/ac. clavulanico mas azitromicina o claritromicina) o una fluoroquinolona en
monoterapia levofloxacino o moxifloxacino). En pacientes que requieran ingreso, se puede
optar por una fluoroquinolona en monoterapia, 0, lo mas habitual, la combinacion de un
antibidtico betalactamico (ceftriaxona o cefotaxima) con una fluoroquinolona o
amoxicilina/ac. clavulanico con un macrdlido (131). Esta informacion, asi como otras
posibles situaciones (ingresos en unidades de cuidados intensivos, broncoaspiracion...)

guedan detallados en la Tabla 10:

Tabla 10: Tratamiento de la NAC en adultos. Extraida de: R. Menéndez et al. Arch Bronconeumol.
2010;46(10):543-558

Tratamiento ambulatorio Moxifloxacino o levofloxacino: 5 a 7 dias
Amoxicilina o amoxicilina/clavulanico o cefditoren (todos ellos 7 dias)+macrélidos (azitromicina 3-5 dias o
claritromicina 7 dias)
Todos por via oral
Tratamiento cuando se precisa ingreso en una  Cefalosporinas de tercera generacion (cefotaxima o ceftriaxona) o amoxicilina-clavulanico mas un macrolido
sala de hospitalizacion (azitromicina o claritromicina)
Levofloxacino en monoterapia
En todos los casos inicio del tratamiento por via intravenosa
El levofloxacino puede iniciarse por via oral
Duracion del tratamiento 7-10 dias
Tratamiento cuando se precisa ingreso en la UCI Cefalosporina no antipseudomaonica a dosis altas (ceftriaxona 2 g/24 h, cefotaxima 2 g/6-8 h) por via
intravenosa + macrolido (azitromicina 500 mg/dia o claritromicina 500mg/12 h) por via intravenosa
Alternativa: levofloxacino por via intravenosa (500 mg/12 h) en vez de macrolidos
Duracion del tratamiento 7-14 dias

Sospecha de aspiracion Amoxicilina-clavulanico por via intravenosa (amoxicilina 2 g/8h) 14 dias o moxifloxacino, ertapenem o bien
clindamicina
Sospecha de infeccion por P. aeruginosa Piperacilina-tazobactam o cefepima o carbapenem (imipenem o meropenem) por via intravenosa+ ciprofloxacino por

via intravenosa (400 mg/8 h) o levofloxacino (500 mg/12h)

o bien+aminoglucosido en lugar de la quinolona: tobramicina por via intravenosa (6 mg/kg/24 h) o amikacina por via
intravenosa (15 mg/kg/24 h)

Duracion del tratamiento 14 dias

En nifios, el tratamiento empirico de eleccién en las formas tipicas leves es la amoxicilina
oral, a dosis de 80mg/kg/dia, y en las graves se recomienda la combinacion de
cefalosporina de tercera generacion y cloxacilina (o clindamicina o vancomicina) por via
intravenosa. En las formas atipicas, se optara por un macrélido en mayores de 5 afios
(132).

Tabla 11: Tratamiento de la NAC en nifios. Extraida de: A. Andrés-Martin et al. Arch Bronconeumol.
2020;56(11):725-741
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Tratamiento ambulatorio
Neumonia tipica Amoxicilina por via oral 80 mg/kg/dia repartido en 3 dosis (cada 8 h). Maximo 6.000 mg/dia, 7 dias
Neumonia atipica por Mycoplasma o Azitromicina por via oral 10 mg/kg/ cada 24 h (maximo 500 mg/dia, 3 dias)
Chamydophilia
Claritromicina por via oral 15 mg/kg/ dia, cada 12 h, maximo 1.000 mg/dia, 7 dias
Tratamiento paciente hospitalizado

Neumonia tipica sin derrame pleural Opciones igualmente validas:
paraneuménico Ampicilina IV: 150-200 mg/kg/dia, cada 6 h (maximo 12 g/dia)

Penicilina G sédica IV: 250.000-300.000 Ul/kg/dia, cada 4 h (maximo 24 millones Ul/dia)
Neumonia tipica con derrame Opciones igualmente validas:
pleural paraneuménico Ampicilina IV: 250-300 mg/kg/dia, cada 6 h (maximo 12 g/dia)

Penicilina G sédica IV: 300.000-400.000 Ul/kg/dia, cada 4 h (maximo 24 millones Ul/dia)
NAC tipica en paciente grave (UCIP) Cefotaxima (200-300 mg/kg/dia, cada 6 h; max. 12 g/dia)

+
uno de los siguientes®:

cloxacilina IV (150-200 mg/kg/dia, cada 6 h; max. 6 g/dia)

o

clindamicina IV (30-40 mg/kg/dia, cada 6-8 h; max. 4,8 g/dia")
o

vancomicina IV (60 mg/kg/dia, cada 6 h; max. 4 g/dia)

macrélido IV (opciones: azitromicina 10 mg/kg/dia, cada 24 h; claritromicina 15 mg/kg/dia, cada 12 h)
NAC con patrén intersticial en Cefotaxima (200 mg/kg/dia) + macrélido IV (claritromicina o azitromicina)
paciente grave (UCIP) +
cotrimoxazol IV (20 mg de trimetoprim/kg/dia, cada 6 h¥)

IV: via intravenosa; NAC: neumonia adquirida en la comunidad; SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; UCIP: Unidad de Cuidados Intensivos Pediatricos.
 Este grupo no ha llegado a un consenso unanime respecto a la recomendacién de anadir un antiestafilocécico de forma habitual en estos casos. Linezolid, se sitGa en un
tltimo escalén.
b en caso de neumonia necrosante o shock téxico
¢ si>10% de SARM en la comunidad, infeccién de piel y partes blandas u osteoarticular
4 en caso de NAC intersticial grave con sospecha de inmunodepresién

En caso de una alta sospecha clinica o que el diagnéstico microbiolégico confirme la

presencia de M. pneumoniae, el tratamiento de eleccién en nuestro pais seria un macroélido.

Fue a partir de los afios 2000, cuando se describieron por primera vez cepas resistentes a
macrolidos en Japén por el uso extendido de este tipo de antimicrobianos, con su
consecuente problematica. Desde su aparicion, se extendieron en gran proporcion por toda
Asia (donde, en la actualidad, entre el 90 y el 100% de las cepas son resistentes a
macrélidos), y en menor medida por Norteamérica y Europa. En nuestro continente, las
tasas de resistencia oscilan desde niveles muy bajos, desde un 0.2% en Suecia (133), un
1% en Eslovenia (134), 8-9% en Francia e Inglaterra (135, 136), un 19% en Escocia (137),
un 25.6% en ltalia (138).

Ante esta situacion, el uso de macrdélidos constituye un tema de debate. Por un lado, no se
ha demostrado una mayor virulencia de las cepas resistentes y muchos pacientes
evolucionan favorablemente con macrélidos a pesar de estar infectados por una de estas
cepas. Pero, por otro, la duracion de la fiebre, la estancia hospitalaria y los sintomas
respiratorios es superior, asi como el incremento de complicaciones extrarrespiratorias
(139).

En Espafia, dada la baja prevalencia de cepas resistentes, la azitromicina continta siendo
la primera linea de tratamiento (132). Como la deteccién de patrones de resistencia en
general no suele hacerse de forma rutinaria, el marcador de buena evolucion con el

macrolido es la desaparicién de la fiebre en 48-72h. En los casos en que se acredite la
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presencia de una cepa resistente a macrolidos, la doxiciclina o las fluroquinolonas serian
la alternativa de tratamiento, teniendo en cuenta que en nifios muchas veces la infeccién
se resuelve de forma espontanea y que, en general, no se recomienda el uso de estos
antimicrobianos por sus potenciales efectos adversos. El uso de estas dos alternativas si
gue es una opcion en aquellas regiones con un elevado porcentaje de resistencia a
macrolidos, como es Japo6n, donde las guias para el tratamiento de las infecciones
respiratorias incluyen el uso de tosufloxacino o minociclina (esta Ultima en niflos mayores

de 7 afios) en los casos de evolucion desfavorable tras el uso de azitromicina (140).

La duracion de la terapia no esta bien establecida, y a menudo se basa en la evolucion de
los sintomas, ya que el hecho de que la bacteria persista en el organismo no es indicador
de mala evolucién. Lo habitual es que los tratamientos sean méas prolongados en pacientes
con algun tipo de inmunosupresion, y que en el caso de presentarse complicaciones
extrarrespiratorias se utilice algun otro farmaco adyuvante, como los corticoides o las

inmunoglobulinas (141).

Entre las nuevas opciones terapéuticas encontramos la lefamulina, una pleuromutilina
activa in vitro e indicada en aquellos casos de cepas resistentes a macrolidos en los que

no exista otra alternativa valida (142).

Mycoplasma genitalium

La resistencia antibiética en Mycoplasma genitalium es un problema de interés a nivel
mundial. El incremento rapido en la resistencia a macrolidos, asi como la aparicion de
resistencia en fluoroquinolonas en los Ultimos afios, condiciona y limita las opciones

terapéuticas disponibles para el tratamiento de las infecciones causadas por esta bacteria.

Machalek et al. publicaron en 2020 un metaanalisis acerca de las resistencias a macrolidos
y quinolonas en M. genitalium a nivel mundial (143), observando una prevalencia general
en la resistencia a macrolidos en torno a un 51%, lo que contrasta con las cifras disponibles
hasta el afio 2010, donde este valor era de un 10%. Este aumento esté justificado por el
empleo de azitromicina en monodosis de 1g para el tratamiento sindrémico y etioldgico de
las ITS introducido en los afios 90, y ha ocurrido en un contexto en el que no se testaba
apenas la presencia de M. genitalium y la facilidad de esta bacteria para seleccionar o
generar de novo mutaciones asociadas a resistencia. Las cifras son variables segun la
region analizada, con un 27.5% de media en Europa que aumenta hasta estar en torno al
50% en Australia, Japén o la region de las Américas (Canada, Cuba y EEUU). En nuestro

continente, la zona méas estudiada son los paises nérdicos, donde destaca una gran
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diferencia entre los niveles de resistencia a macrolidos detectados en Suecia (13.9%) al
56% reportado en Noruega. Este hecho se debe al empleo de doxiciclina en el tratamiento
de las ITS en Suecia, a diferencia de la mayor parte de paises europeos, en los que la

azitromicina ha sido el tratamiento mas utilizado (143, 144).
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Figura 6: Mapa de prevalencia de mutaciones puntuales en el 23S rRNA asociadas a resistencia a macrolidos.
Imagen extraida de: Machalek DA, Tao Y, Shilling H, Jensen JS, Unemo M, Murray G, et al. Prevalence of
mutations associated with resistance to macrolides and fluoroquinolones in Mycoplasma genitalium: a
systematic review and meta-analysis. The Lancet Infectious diseases. 2020;20(11):1302-14.

La resistencia a quinolonas no esta tan extendida como la resistencia a macrélidos, pero
el aumento descrito en los ultimos afios hace que también sea motivo de preocupacion, al
tratarse de la segunda linea de tratamiento. A pesar de que el porcentaje de resistencia a
guinolonas parece mantenerse estable en Europa, en torno a un 8% en los ultimos afios,
las cifras en América (10.1%) y especialmente en Asia (14.3%) son mas elevadas. En
Japon, por ejemplo, este porcentaje pasé de un 4.8% antes de 2010 a un 28.7% en 2016-
2017.
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Figura 7: Mapa de prevalencia de mutaciones puntuales en el gen parC asociadas a resistencia a
fluoroquinolonas. Imagen extraida de: Machalek DA, Tao Y, Shilling H, Jensen JS, Unemo M, Murray G, et al.
Prevalence of mutations associated with resistance to macrolides and fluoroquinolones in Mycoplasma
genitalium: a systematic review and meta-analysis. The Lancet Infectious diseases. 2020;20(11):1302-14.

Afortunadamente, el porcentaje de cepas con resistencia dual a ambas clases de
antibiéticos es de un 3%. La monitorizacion de la evolucidon de este tipo de resistencias
junto con un uso prudente de los antibiéticos es primordial, dadas las escasas opciones

terapéuticas disponibles para esta bacteria (143).
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Figura 8: Mapa de prevalencia de cepas con resistencia dual a macrélidos y fluoroquinolonas. Imagen extraida
de: Machalek DA, Tao Y, Shilling H, Jensen JS, Unemo M, Murray G, et al. Prevalence of mutations associated
with resistance to macrolides and fluoroquinolones in Mycoplasma genitalium: a systematic review and meta-
analysis. The Lancet Infectious diseases. 2020;20(11):1302-14.

Cabe destacar que la proporcién de cepas resistentes no es homogénea en toda la
poblacién, sino que existen algunos colectivos, como son los hombres que tienen sexo con
hombres y las personas con conductas sexuales de riesgo que se realizan pruebas
periddicamente en clinicas de salud sexual. Ambos grupos estdn mas expuestos a las ITS
y sometidos a un mayor numero de tratamientos antibiéticos, situacion que propicia la

aparicion de cepas resistentes.

El tratamiento recomendado en la actualidad en las infecciones causadas por M. genitalium
esta recogido en la guia europea publicada en 2022 por Jensen et al., “2021 European

guideline on the management of Mycoplasma genitalium infections” (92).

Durante muchos afios, los tratamientos administrados a los pacientes que acudian a una
consulta con sospecha de ITS incluian combinaciones de betalactamicos con macroélidos,
principalmente azitromicina 1g en monodosis, con objeto de cubrir de forma empirica
agentes como C. trachomatis (CT). La tasa de curacion de esta pauta es de un 85% en
cepas sensibles a macrélidos, pero se ha demostrado que es capaz de seleccionar hasta

un 10% de cepas resistentes a M. genitalium en los pacientes tratados (92).

El uso de esta pauta empirica en el tratamiento de las ITS o en infecciones por cepas
resistentes en las que no se realiza test de curacion (test of cure — TOC), ha
desencadenado la aparicién y expansién rapida de cepas de M. genitalium resistentes a
macrolidos, candidato a convertirse en una superbacteria resistente a la mayoria de los

tratamientos disponibles en un futuro proximo.

El tratamiento de las infecciones urogenitales causadas por M. genitalium tiene como
objetivo tanto limitar su diseminacién por via sexual como prevenir las potenciales
complicaciones, como la enfermedad inflamatoria pélvica o la infertilidad tubarica (92). Tal
como referiamos en M. pneumoniae, las opciones terapéuticas se limitan a los macrélidos,

fluoroquinolonas, tetraciclinas y estreptograminas.

Teniendo en cuenta lo referido anteriormente, la pauta inicial en monodosis de 1g de
azitromicina se ha modificado a un régimen extendido con una dosis total de 1.5 g, en el
gue se administran 500mg el primer dia, seguido de 250mg los dias 2 a 5 de tratamiento.

Este tipo de pauta seria igualmente eficaz para CT. En los casos en que se detecte una
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cepa resistente 0 se haya administrado sin éxito la monodosis de 1g de azitromicina, el
hecho de aumentar la dosis total de azitromicina a 1.5g, asi como la dosificacion extendida

0 el uso de otros macrélidos no es una opcion valida.

La tasa de resistencia a macrélidos en M. genitalium es variable en funcion de la
localizacion geografica y en distintos grupos de pacientes (por ejemplo, es ampliamente
superior en el colectivo de hombres que tienen sexo con hombres - HSH, que en otros
grupos). Ademas, en aquellas regiones en las que la pauta de azitromicina 1g en
monodosis es la utilizada para el tratamiento de uretritis no gonocécica, lo habitual es

encontrar del 30-45% de cepas mutadas.

Moxifloxacino constituye la segunda linea de tratamiento, posee accién bactericida y una
tasa de curacién cercana al 100% en cepas susceptibles (administrando 400mg/dia,
durante 7 dias). Sin embargo, también han aparecido cepas resistentes a las
fluoroquinolonas, que causan en torno a un 30% de fallos terapéuticos (143). En
numerosas ocasiones, la resistencia a quinolonas va asociada a la resistencia a
macrélidos, limitando las opciones de tratamiento disponibles. Para este tipo de casos

tenemos dos opciones de tercera linea: pristinamicina y doxiciclina.

En la pristinamicina se administran cuatro dosis de 1g al dia, durante 10 dias, consiguiendo
una tasa de curacion de un 75%. La doxiciclina es otra opcion de tratamiento de tercera
linea, con pautas de 100mg, dos veces al dia, durante 14 dias, pero no se han realizado

estudios sisteméaticos que evallen su eficacia.

Diversos estudios han observado también que la tasa de curaciébn con azitromicina
disminuye notablemente ante la presencia de una elevada cantidad de microorganismo
(145). En 2019, los australianos Read et al. establecieron el concepto de Resistance-
Guided Sequential Therapy (RGST, terapia secuencial guiada por resistencias) para M.
genitalium, un algoritmo que busca el éxito terapéutico en el tratamiento de las infecciones
en un contexto de elevados niveles de resistencia a macrolidos (146). Este algoritmo se
basa en la detecciébn simultdnea del microorganismo y las principales mutaciones
asociadas a resistencia a macrolidos, para adecuar el tratamiento del paciente y conseguir
la curaciéon. Dado que, en los afios previos, las principales guias terapéuticas habian
recomendado el cambio de la azitromicina por doxiciclina en el manejo de la UNG, en el
momento de la visita, a todos los pacientes con clinica compatible o de cervicitis o proctitis,
se les administré doxiciclina (100mg, 2 veces al dia, durante 7 dias), con objetivo de
disminuir la carga bacteriana. Una vez confirmada la presencia de M. genitalium y con los

resultados de su perfil de resistencia a macrélidos, en el caso de que la cepa fuese
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sensible, los pacientes recibian 2.5g de azitromicina (dosis de 1g dia 1, seguida de 500mg
en los dias 2-4) y en aquellos pacientes en los que la cepa de M. genitalium tenia
mutaciones asociadas a resistencia a macrolidos, se les administraba sitafloxacino (100mg,
2 veces al dia, durante 7 dias). Este esquema de doxiciclina seguido de RGST consiguio
la curacién de hasta el 92% de los pacientes, con minima seleccibn de mutantes

resistentes.

Este tipo de terapia es el recomendado en la actualidad en las guias de Australia (147) y
de Reino Unido (148), pero la actual guia europea Uunicamente recomienda este esquema
en aquellos casos que requieran tratamiento inmediato y no se disponga aln de resultados
microbioldgicos. Las principales discrepancias de la actual guia europea con el RGST
recomendado en Australia o Reino Unido se fundamentan en que no se ha demostrado
gue el uso de una mayor dosis de azitromicina (2.5g versus 1.5g) o mayor duracion de la
terapia con quinolonas (10 dias versus 7 dias) produzca mejores resultados, siendo
ademas a priori contraproducente por la posibilidad de seleccion de resistencias en otros

muchos microorganismos (92).

En resumen, el tratamiento recomendado en la actualidad para las infecciones causadas

por M. genitalium se muestra en la Figura 9.
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Figura 9: Resumen del diagnostico y tratamiento de las infecciones causadas por M. genitalium. NG: Neisseria

gonorrhoeae; CT, Chlamydia trachomatis; MG, Mycoplasma genitalium; TV, Trichomonas vaginalis.

Adaptada de: Jensen JS, Cusini M, Gomberg M, Moi H, Wilson J, Unemo M. 2021 European guideline on the
management of Mycoplasma genitalium infections. Journal of the European Academy of Dermatology and
Venereology: JEADV. 2022.

1.6.1. Susceptibilidad antibiética y técnicas para la deteccion de
resistencias

Los Mollicutes son bacterias con alta capacidad de adaptacién y supervivencia bajo
condiciones extremas o de estrés, que adquieren resistencias antibiéticas de forma facil y
rapida.

Su pequefio tamafio, su evolucion rapida por reduccién genémica y su limitada capacidad
biosintética dificultan el descubrimiento de mecanismos de resistencia. Ademas, su

elevada tasa de mutacion, su resistencia natural a determinadas clases de antibiéticos y

su dificultad de crecimiento (que provoca que muchos cultivos se contaminen durante su
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prolongada incubacién a pesar de su realizacion en centros de referencia especializados),

contribuyen a este hecho (149).

En general, los mecanismos de resistencia antibidtica bacteriana se basan en la
modificacion de la diana del antibiotico, la neutralizacion del antimicrobiano o la expulsion
de este para evitar su acumulacion en el interior celular. Estas resistencias pueden ser
propias (intrinsecas), adquiridas del exterior o adaptativas, que se expresan en funcion de

la situacion:

e Resistencia intrinseca: supone la resistencia natural de una bacteria frente a un

antimicrobiano, con objetivo de prevenir sus efectos toxicos en la célula. Este grupo
incluye las bombas de expulsién, la degradacién o modificacién del antibi6tico (o
de su diana) o la ausencia de esta. Los genes que codifican este tipo de
resistencias estan habitualmente localizados a nivel cromosémico. Este tipo de
resistencias estan presentes en los Mollicutes a diversos niveles (149):
o Carencia de pared celular: resistencia a antibiéticos que actdan en la
sintesis de esta, como son los betalactamicos, glucopéptidos, fosfomicina
o bacitracina.
o Moadificacion de la estructura de 16S rRNA en M. genitalium: disminuye su
sensibilidad a las tetraciclinas.
o Carencia de polisacaridos en la membrana celular: resistencia a polimixina
A.
o Carencia de enzimas para la sintesis de &cido folico: resistencia a
trimetoprim y sulfonamidas.
o Mutaciones en la RNA polimerasa: resistencia a rifampicina.

¢ Resistencia_adquirida: supone la adquisicibn de genes nuevos o adicionales

mediante transferencia horizontal (elementos genéticos moviles adquiridos
mediante transduccion, conjugacion o transformacién, que normalmente se
localizan fuera del cromosoma) o mutaciones que permiten a la bacteria tolerar
concentraciones mas elevadas de antibiético que en la resistencia intrinseca. Las
mutaciones puntuales de novo (SNP) de las dianas son el principal mecanismo de
resistencia adquirida en este grupo.

o Resistencia adaptativa: se expresa en la bacteria como una resistencia a

concentraciones suboéptimas del antibidtico. En esta situacién, tras el primer
contacto con un antimicrobiano, los mecanismos de resistencia adaptativa pueden
provocar un incremento temporal de la expresién de bombas de eflujo e inducir un

estado de hipermutacion y elevada variabilidad genética, influyendo en la
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tolerancia, resistencia o persistencia de los microorganismos. Por ejemplo, el
efecto de azitromicina en M. genitalium es limitado, dado que no alcanza
concentraciones terapéuticas a nivel nuclear, que es donde se encuentra la
bacteria. Las concentraciones subclinicas favorecen la aparicion de resistencias

adaptativas.

En el caso de los Mollicutes, la mayor parte de las resistencias estan basadas en la
modificacion de las dianas antibidticas por mutaciones puntuales. Los antibiéticos mas
empleados en su tratamiento son los macrolidos, quinolonas y tetraciclinas, aunque
aminoglucésidos, lincosamidas y estreptograminas también actlian sobre este grupo de

bacterias.

Los macrélidos y las quinolonas son la primera y segunda linea de tratamiento,
respectivamente, en las infecciones causadas por M. pneumoniae y M. genitalium. Las
tetraciclinas son parcialmente activas y no eliminan totalmente la bacteria, por lo que no
son de eleccion salvo en casos muy concretos. Dada la aparicion reciente de resistencias
frente a ambas clases de antibiéticos (en diferentes proporciones, segun el pais), su
deteccién es crucial para la administracién de un tratamiento adecuado al paciente. A
continuacion, vamos a profundizar en ambos tipos de resistencia y sus principales métodos

de deteccion.

1.6.1.1. Resistencia a macroélidos

Los macrdlidos son una familia de antibiéticos que en su estructura quimica poseen un
anillo lacténico de gran tamafio. Aunque se conocen mas de 2000 compuestos de este tipo,
el término macroélido se utiliza para aquellos antimicrobianos con anillo de 14, 15 o 16
atomos al que se unen, mediante enlaces glucosidicos, uno o varios azlcares neutros o

basicos:

14 dtomos 15 4tomos 16 4tomos

Claritromicina = Azitromicina Diacetil-midecamicina
Eritromicina Espiramicina

Roxitromicina Josamicina
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Figura 10: Estructura quimica de los macrélidos (izquierda). Clasificacion de los macroélidos en funcién del

namero de atomos en su composicion (derecha).

Los macrélidos inhiben la sintesis de proteinas por unién a la peptidiltransferasa de la
subunidad 50S del ribosoma. Se unen de forma reversible al dominio V del RNA ribosémico
mediante puentes de hidrégeno entre diferentes radicales hidroxilo del macrélido
(especialmente entre el OH en posicién 2’ del azucar desosamina) y determinadas bases
del RNAr, especialmente A2058 y A2059 (numeracion referida a E. coli), ademas del
nucleétido G748 (dominio 1) y las proteinas ribosomales L4 y L22. La telitromicina (ketdlido,
con un anillo de 14 miembros y una estructura 3-ceto en sustitucion del fragmento L-
cladinosa de los macrélidos y un sustituyente metoxi en C6) posee una afinidad ain mayor
por el ribosoma, lo que hace que su actividad sea mas potente. Tanto macrdlidos como
ketélidos inhiben el orificio de entrada al canal por donde sale la proteina del ribosoma
(150), causando una disociacién prematura del peptidil-RNAt y blogueando, por tanto, la

sintesis proteica (151).

La diferencia de eficacia observada entre los distintos macroélidos es dificil de explicar, ya

gue su mecanismo de accion a nivel molecular no esta totalmente claro.

Su actividad antibacteriana es lenta, tiempo-dependiente y con efecto post-antibiotico.
Generalmente actlan como bacteriostaticos, pero a concentraciones elevadas, frente a
determinados microorganismos o en medio alcalino pueden comportarse como
bactericidas. Ademas, poseen un efecto antiinflamatorio beneficioso en el tratamiento de

muchas patologias (150).

Existen dos modalidades por las que las bacterias adquieren resistencia a los macrélidos,
como son las sustituciones nucleotidicas puntuales (SNPs) o la metilacién del rRNA en las
posiciones en las que se une el antibiético (2058 y 2059). M. pneumoniae y M. genitalium
carecen de las enzimas necesarias para la metilacion, por lo que la resistencia adquirida
se debe Unicamente a SNPs. Estas mutaciones se producen preferentemente en las
posiciones 2058 y 2059, y confieren resistencia de alto nivel a macrdélidos de 14 y 15
atomos. Los macrolidos de 16 a4tomos si que se ven muy afectados por las mutaciones en
2059, pero muestran resistencia intermedia en el caso de la posicién 2058. En general, las
sustituciones en las posiciones 2062 y 2611 (esta ultima, descrita Unicamente en M.

pneumoniae), que confieren resistencia de bajo nivel a estos antimicrobianos.
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La transicion A2058G es la mas comun asociada a resistencia a macrolidos, aunque otro
tipo de mutaciones han sido descritas en dicha posicién (A2058C, A2058T), en 2059
(A2059G, A2059C), en 2062 (A2062G) y en 2611 (C2611G, C2611A) (152, 153).

A nivel del dominio Il del rRNA 23S no se han detectado mutaciones hasta el momento.
Otra de las dianas de los macrélidos son las proteinas ribosomales L4 y L22. Todos los
cambios descritos en L4 se encuentran en un bucle desordenado altamente conservado
de la proteina, siendo el principal sitio de unién del RNAr de la proteina ribosomal, y parece
gue la resistencia podria estar causada por un cambio conformacional de la diana de unién
de los macrélidos. En el caso de L22, solo se detectaron cambios en mutantes
seleccionados por telitromicina, en las que sustituciones aminoacidicas concretas (prolina
91 y alanina 93, previamente descritas en Streptococcus pneumoniae) causan un ligero
incremento de las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) de estos antibioticos (154).
En ambos casos se han descrito mutaciones tanto in vitro (154) como in vivo (155), pero

su impacto real en la resistencia a macrdlidos no esté claro en la actualidad.

Otros antibidticos, como las combinaciones de estreptograminas, quinupristina-
dalfopristina, pristinamicina y solitromicina (ket6lido), mantienen su actividad en mutantes
resistentes que poseen sustituciones en 2058, 2059 y 2611, pero la concentracion minima
inhibitoria de las combinaciones de estreptogramina aumenta en las cepas portadoras de
la mutacion A2062G (154).

Ademas de las mutaciones, la ubicacion de la bacteria en la célula también influye en su
resistencia a este grupo de antibioticos. M. genitalium se encuentra localizado en el nicleo
de las células epiteliales, a diferencia de M. pneumoniae, que se encuentra en el citoplasma
y region perinuclear. Esta posicién le proporciona un mayor nivel de resistencia, ya que a
pesar de que antibidticos como la azitromicina penetren adecuadamente en las células
eucarioticas, se acumulan mayoritariamente en el citoplasma y solo concentraciones bajas
se observan en el ndcleo, lo que provoca no solo eficacia reducida, sino induccion de

resistencias (153).
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Figura 11: Loop de la peptidiltransferasa del dominio V del rRNA 23S de M. pneumoniae (numeracién universal
de E. coli). Se sefialan mediante un cuadrado los principales nucle6tidos con mutaciones asociadas a
resistencia a macrdlidos encontrados tanto tras la seleccion de cepas in vitro, y las posiciones redondeadas las
encontradas en muestras clinicas. Los antibi6ticos utilizados para la seleccion de resistencias in vitro aparecen
entre paréntesis (14M-macrolidos de 14 atomos, 15M-macrolidos de 15 atomos, 16M-macrélidos de 16 atomos;
SC: estreptograminag; K: ketolidos)

Extraido de: Pereyre S, Goret J, Bébéar C. Mycoplasma pneumoniae: current knowledge on macrolide

resistance and treatment. Front Microbiol 2016;7:974.

Para la deteccién de mutaciones asociadas a la resistencia a macrélidos existen diversas
técnicas realizables a partir de muestra directa, con objeto de evitar el cultivo complejo y
lento de esta bacterias. Ademéas de la amplificacion y secuenciacion de los hotspots

(posiciones donde habitualmente se encuentran las mutaciones) del 23S rRNA, se han
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desarrollado tanto técnicas caseras como comerciales, como son los Polimorfismos de
Longitud de Fragmentos de Restriccién (RFLP) (156), PCRs a tiempo real y analisis de
curvas de melting (157) o HRM (High Resolution Melt) (158), PCR anidada (nested)
asociada a electroforesis capilar y polimorfismos conformacionales de cadena sencilla
(159), PCR para deteccion de SNPs (160) y pirosecuenciacion, técnica que explicaré mas

adelante por ser la utilizada para deteccion de resistencias en esta tesis.

Ademas de todas las técnicas caseras descritas previamente, en los ultimos afios se han
comercializado mdltiples reactivos que permiten la deteccion tanto del microorganismo
como de las principales mutaciones asociadas a resistencia a macrolidos. Este gran
avance en poco tiempo ha estado condicionado por el potencial de adquisicion de
resistencias M. genitalium, que lo postula como una posible superbacteria resistente a
todos los tratamientos en un futuro préximo. La mayor parte de las técnicas solamente
estan disponibles para esta especie y profundizaremos en ellas en un apartado posterior.
En el caso de M. pneumoniae, aunque paises como China se han reportado entre un 90-
100% de cepas resistentes a macrolidos, la infeccién en nifios frecuentemente se resuelve
sin problemas independientemente de la sensibilidad de la cepa y muchas veces incluso
sin tratamiento antibiético. Esto conlleva también un infradiagndstico de la patologia, y por
estos motivos, la comercializacion de este tipo de herramientas no es tan habitual.
Recientemente se han evaluado algunos reactivos para realizar de forma comercial el

estudio de M. pneumoniae junto a su patrén de resistencia a macrdlidos (161, 162).

1.6.1.2. Resistencia a quinolonas
Las quinolonas son un grupo de antibiéticos cuya estructura quimica esta formada por dos
anillos, con un nitrégeno en la posicion 1, un grupo carbonilo en la posicion 4 y un grupo
carboxilo en la posicién 3. Su espectro y su potencia aumentan de forma considerable
cuando incluyen un atomo de flaor en posicién 6, ya que mejora la penetracion en los tejidos
y la unién a topoisomerasas bacterianas. Su biodisponibilidad es muy buena por via oral,

entre un 50% y en su mayoria cercana al 100%.

104



o

Figura 12: Estructura quimica de las quinolonas. Imagen extraida de: Alds, J-I. Quinolonas. Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica. 2009;27(5):290-297

En funcién de su espectro, se clasifican en generaciones: las de primera generacion (acido
nalidixico, acido pipemidico) son poco usadas en la actualidad, y tienen actividad frente a
enterobacterias y algin otro gramnegativo. Su uso quedaba practicamente restringido a
infecciones de orina. A partir de la segunda generacion, todas las moléculas incluyen el
fldor (de ahi su nombre, fluoroquinolonas). En la segunda generacion encontramos al
norfloxacino, utilizado en infecciones localizadas, y con mayor actividad que las previas
frente a gramnegativos, P. aeruginosa y algunos patégenos atipicos, aunque en
grampositivos su actividad es moderada y frente a anaerobios es nula. De tercera
generacion (ciprofloxacino, ofloxacino, levofloxacino) presentan mayor absorcion por via
oral y mejoran su actividad frente a P. aeruginosa, grampositivos y patdgenos atipicos. Las
de cuarta generacion (moxifloxacino) aportan una mayor actividad frente grampositivos y

buena frente a anaerobios, aunque menor frente a P. aeruginosa (163).

Tabla 12: Clasificacion evolutiva de las quinolonas.

12 generacion 22 generacion 32 generacion 42 generacion

. . Ciprofloxacino
Acido nalidixico ) ) ) )
. ) o Norfloxacino Levofloxacino Moxifloxacino
Acido pipemidico )
Ofloxacino

Su mecanismo de accién es complejo. Actan sobre el DNA cromosomico, uniéndose a las
topoisomerasas de tipo Il bacterianas (enzimas encargadas de los enrollamientos y
desenrollamientos cromosémicos durante la sintesis del DNA, con actividad en la
transcripcion, replicacion y division celular) e inhibiendo su accion. Entre ellas, destacan la
DNA-girasa (principal diana de las quinolonas en gramnegativos) y la topoisomerasa IV

(principal diana en grampositivos).
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La actividad bactericida de esta clase de antibiéticos se debe a la reparacién incompleta,
la falta de respuesta SOS y el bloqueo de la replicacion del DNA. El propio mecanismo de
accion de las quinolonas incrementa la frecuencia de mutaciones en el material genético
bacteriano, llevando a la acumulacion de SNPs en ambas enzimas y contribuyendo a la

emergencia de cepas resistentes (149).

La presencia de mutaciones en los genes que codifican la DNA girasa (gyrA, gyrB) o la
topoisomerasa IV (parC y parE) se ha relacionado con la resistencia a fluoroquinolonas
tanto en M. pneumoniae como en M. genitalium, ya que causarian un cambio
conformacional en ambas enzimas disminuyendo la afinidad por su diana de las
guinolonas, y, por tanto, su eficacia. Los genes mas frecuentemente afectados son gyrA y
parC, y dentro de ellos existen unas regiones conocidas como QRDR (quinolone resistance
determining regions), que contienen las posiciones mas propensas a sufrir mutaciones
(hotspots). Estos hotspots corresponden principalmente a la serina presente en la posicién
83 (Ser83-S83) y al 4cido aspartico en la posicion 87 (Asp87, D87) de ambos genes, en
los que una mutacion puntual conlleva al cambio del aminoacido codificado por la proteina
y a la generacion de resistencia, aunque se han descrito otras posiciones mutadas dentro

de los QRDRs que contribuyen igualmente a la resistencia (164).

El nivel de resistencia suele ser superior a mayor nimero de mutaciones presentes en un
gen individualmente o con la presencia de mutaciones en ambos genes de manera

simultanea.

La deteccidn de resistencia a quinolonas se ha realizado clasicamente por secuenciacién
de los genes afectados (parC y gyrA habitualmente). La secuenciacion permite la deteccion
de mutaciones ya descritas en estas regiones, como el estudio de nuevas mutaciones que
puedan estar implicadas en la resistencia a quinolonas. Este estudio es de gran interés,
especialmente en M. genitalium, dado que moxifloxacino supone la segunda linea de
tratamiento en las infecciones causadas por este microorganismo. La alta prevalencia de
cepas resistentes a macrélidos en Asia ha llevado a un mayor uso de la segunda linea, lo
gue esta generando un mayor nimero de casos de resistencia a quinolonas a nivel mundial
(164-169). En el caso de M. pneumoniae, la mayor parte de las infecciones se produce en
nifos y las quinolonas no estan recomendadas, a priori, en este grupo de edad. Sin
embargo, en paises como Japoén, se aprob6 hace unos afios el uso de tosufloxacino, dada

la elevadisima tasa de resistencia a macrdlidos registrada en M. pneumoniae (140).

Este aumento de resistencia plantea a los laboratorios la necesidad de detectar la

resistencia a quinolonas de una manera rapida en aquellos casos en los que se detecte
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una cepa resistente a macrolidos o en los fracasos en el tratamiento con quinolonas. Tal
como referiamos previamente, la deteccion de mutaciones se lleva a cabo de forma
habitual por secuenciacion, pero la rapidez requerida ha hecho que recientemente se
hayan comenzado a disefiar técnicas caseras (170) o comercializar algunos reactivos (171-
173) que permiten la deteccion de M. genitalium junto con las mutaciones asociadas a

resistencia a quinolonas mas frecuentes.

En el caso de las técnicas caseras, recientemente se ha publicado un método molecular
desarrollado en Australia, donde hasta un 30% de cepas resistentes a macrolidos poseen
alguna mutacion del gen parC relacionada con la resistencia a quinolonas, basado en
sondas de hibridacién y temperaturas de melting. Este ensayo permite distinguir con alta
especificidad entre cepas salvajes y mutantes por las diferencias en la temperatura de
melting detectadas entre ellas (las cepas mutantes en las posiciones 83 y 87 poseen una

temperatura de melting 2-3°C inferior respecto a las cepas salvajes) (170).

Asimismo, se han publicado recientemente diversas evaluaciones del kit desarrollado por
SpeeDx® (préxima comercializacion) para la deteccién de M. genitalium y las 6 mutaciones
del gen parC asociadas a resistencia a moxifloxacino mas frecuentes: S831 (G248T), S83R
(A247C), S83N (G248A), D87Y (G259T), D87H (G259C), y D87N (G259A) (171-173).

La compafiia koreana Seegene también ha comercializado recientemente un kit similar,
que detecta también de forma simultanea la presencia de M. genitalium y las seis

mutaciones referidas anteriormente (174).

Los resultados obtenidos son prometedores, y la rapidez de sus resultados facilitaria el
manejo de aquellos pacientes infectados con cepas resistentes a macrdlidos que necesitan
recibir una terapia adicional para curar su infeccién, ya sea una fluoroquinolona o un

tratamiento alternativo, como pristinamicina o doxiciclina.

1.6.1.3. Técnica de pirosecuenciacion para la deteccion de
mutaciones asociadas a resistencia a macrolidos

La pirosecuenciacion fue descrita por primera vez en 1985 (175). Est4 basada en el
principio de “secuenciacion por sintesis”, en la que la adicidon secuencial de nucleétidos a
una cadena sencilla unida a un cebador permite deducir la secuencia del fragmento a
estudio por el orden en que los diferentes nucleétidos se van incorporando a la cadena

sintetizada, la cual es complementaria de la secuencia diana.
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La sintesis de DNA se monitoriza a tiempo real, mediante un sistema enzimatico en el que
la sintesis del DNA se detecta por bioluminiscencia. Su principal utilidad es la
secuenciacion de fragmentos de pequefio tamafio en blsqueda de SNPs de forma rapida

y semiautomatizada (176).

Las cuatro enzimas que participan en el proceso son:

e Fragmento Klenow de la DNA polimerasa I: fragmento que conserva la actividad
polimerasa, pero no la de exonucleasa (reparacién de errores), permitiendo de esta

forma emparejamientos asincrénicos.

e ATP sulfurilasa: responsable de utilizar el pirofosfato (PPi) liberado tras la unién de
un nucledtido a la secuencia para sintetizar ATP (adenosin trifosfato) por unién a

un nucledtido monofosfato (adenosin monofosfato, AMP).

e Luciferasa: convierte la luciferina en oxiluciferina consumiendo el ATP sintetizado

previamente. Esta reaccion genera un pico de luz.

e Apirasa: actla eliminando los nucleétidos no afiadidos y los restos de ATP entre la

adicién de bases para evitar reacciones inespecificas.

La mezcla de reaccién contiene también los sustratos enzimaticos adenosin fosfosulfato
(APS), D-luciferina y el fragmento a secuenciar unido a un primer, que sera empleado como

material inicial de la DNA polimerasa.

Este proceso es sencillo: a partir de la cadena sencilla de una secuencia de DNA diana, se
ird sintetizando su complementaria por medio de una DNA polimerasa. Las cuatro bases
se van dispensando de forma ciclica (el nUmero de ciclos va en relacién con el tamafio del
fragmento a secuenciar) en un orden preestablecido por el usuario (en funcién de la
secuencia esperada). En caso de que la base dispensada sea complementaria al
fragmento de interés, se unir4 desencadenando todo el proceso enzimatico. El pico de luz
generado sera detectado por una camara con un dispositivo de carga acoplada. En caso
de no ser la base esperada, todos los residuos seran eliminados mediante la apirasa de

forma previa a la dispensacion de la siguiente base (177):

1. Polimerizacién del DNA: se produce cuando el nucledtido afadido es

complementario a la secuencia diana y se incorpora a la misma.
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Polimerasa

(DNA), + dNTP (DNA),.; + PPi

2. Sintesis de ATP: el pirofosfato inorgénico liberado sirve como sustrato de la ATP

sulfurilasa, que sintetiza ATP.

) ATP sulfurilasa
Ppi + APS ATP + S04+

3. Produccién de luz: en la tercera y cuarta reaccion, el ATP es convertido en luz por

la luciferasa y la sefial es detectada. Por tanto, el pico de luz se produciri

Unicamente si el nucledétido correcto se aflade a la mezcla.

D-Luciferina + ATP Luciferasa-luciferina-AMP + PPi

Luciferasa l 0,

+ Luz

4. Degradacion _de componentes: la apirasa elimina los nucleétidos y el ATP no

incorporados entre la adicion de bases. Esta degradacion es crucial para asegurar

qgue la sefal luminosa corresponde con el nucleétido afadido en cada paso.

Un ejemplo del desarrollo de este proceso se muestra en la Figura 13:
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Figura 13: Representacién del sistema de pirosecuenciacion. Si el ANTP afiadido es complementario a la
base presente en la secuencia madre, la polimerasa lo afiade liberando pirofosfato (PPi). La ATP sulfurilasa
convierte en PPi en ATP, el cual sirve de sustrato de la luciferasa para la produccién de luz. Este pico de luz

es detectado, confirmando la incorporacion de ese dNTP a la secuencia.
Extraida de: Ahmadian A, Ehn M, Hober S. Pyrosequencing: History, biochemistry and future. Clinica chimica

acta. 2006;363(1):83-94.

La realizacion de este proceso automéatico se lleva a cabo en un pirosecuenciador, en

nuestro caso, Pyromark™ Gold Q96 MD sequencer (Biotage, Sweden):

e
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Figura 14: Pirosecuenciador (exterior e interior del equipo). Imagen extraida de: Pyrosequencing - the synergy of

sequencing and quantification (web: https://www.giagen.com/us/resources/resourcedetail?id=8e386d5a-08b7-4bae-bf0f-
f38fcd84b9ff&lang=en, visitada el 13/04/2022)

Para el estudio la presencia de mutaciones asociadas a resistencia a macrélidos, los pasos

a seguir son los siguientes:

1)

2)

3)

Amplificacion de la regién de interés: la pirosecuenciacién se emplea en fragmentos

pequefios concretos. A partir del extracto de DNA de la muestra positiva para M.
pneumoniae /M. genitalium, se realiza una PCR (en el caso de M. pneumoniae, se
realiz6 una PCR nested para aumentar la sensibilidad), en la que uno de los
cebadores debe ser biotinilado. Este proceso amplifica la region a estudio que
contiene las posiciones propensas al cambio (posiciones calientes - “hotspots”,
2058, 2059 y 2062 para ambas especies, o0 la posicién 2611 para M. pneumoniae,
refiriendo la numeracion a E. coli). Tras esta reaccion, obtendremos un producto de
PCR de tamafo reducido (=165pb en MP y =147pb en M. genitalium), que

contendra biotina.

Inmovilizaciéon del producto de PCR sobre las microesferas: los productos de la

PCR biotinilados se inmovilizan sobre microesferas de sefarosa recubiertas con
estreptavidina. Se preparara una mezcla que contiene las microesferas, un tampon
de unién (binding buffer), agua y de 5-20uL de producto de PCR. Esta combinacién
se dispensa en tubos o placa de PCR, se tapa, y se agita 10 minutos en un agitador
a 1400 rpm.

Separaciéon de las cadenas de DNA v liberacién de las muestras en la placa de

pirosecuenciacion: tras la agitacién, utlizaremos el peine de vacio del

pirosecuenciador para retener las microesferas (que estaran unidas al DNA a
estudiar por la unién estreptavidina-biotina) y desechar el resto de los reactivos.
Una vez recogidas las esferas en el peine, realizaremos una serie de lavados,
primero con etanol, luego con solucién de desnaturalizacion y finalmente con buffer
de lavado. Una vez completado este proceso, anularemos el vacio para
dispensarlas en una placa de PCR, en la que habremos puesto una mezcla de

buffer de anillado (annealing buffer) y del cebador de pirosecuenciacion.
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4)

5)

6)

Annealing del cebador de secuenciacidn con las muestras: para que el cebador de

secuenciacién se una a la secuencia a estudio, calentaremos la placa a 80°C

durante 2 minutos y luego la dejaremos enfriar a temperatura ambiente.

Preparacion de reactivos del pirosecuenciador: este instrumento utiliza un cartucho

de reactivos, en el que se afiaden el complejo enzimatico, el sustrato, y las bases
nitrogenadas para la reaccion de pirosecuenciacién. Una vez preparado,
introduciremos tanto el cartucho como la placa de PCR en el equipo, y podremos
iniciar el proceso. La duracion de la reaccion es directamente proporcional al

numero de muestras procesadas.

Lectura e interpretacion de resultados: una vez finalizado el proceso, el equipo nos

facilitard la secuencia en formato FASTA y el pirograma obtenido para su

interpretacion. A continuacién, mostramos algunos ejemplos:
M. pneumoniae

Cepa wild type, region 1: la pirosecuenciacion se inicia en la guanina situada en
posicién 2057 (2062 en la numeracion de M. pneumoniae). La secuencia original es
GAAAGACCCCGT, correspondiendo las letras marcadas en verde a los hotspots
donde se encuentran las principales mutaciones asociadas a resistencia a
macrolidos (2058, 2059 y 2062, correspondientes a 2063, 2064 y 2067 en

numeracion de M. pneumoniae).

2057 2058-59-60 2061 2062

~, |

| ) h )
\ \ \ \ \
o~ | I \ \ i
{ i t : i 1 t

Cepa con mutaciéon A2058G (GGAAGACCCCGT): podemos observar como el
pico de guanina inicial doble su tamafio, mientras que el pico de adenina disminuye

su altura. Esto significa que se han unido 2 guaninas al inicio en lugar de una.
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Cepa con mutacion A2058T (GTAAGACCCCGT): aparece un pico de timina no
presente en cepa wild type, disminuyendo en su altura el pico de adenina posterior.

Esto significa que la adenina en posicion 2058 ha sido sustituida por una timina.

2057 2058 2059-60 2061 2062

. L y ] O h I ) Lo

Cepa con mutacion A2059G (GAGAGACCCCGT): el triple pico de adenina 2058-
2060 se desdobla en tres picos diferentes (adenina-guanina-adenina), implicando

una mutacion en la posicién 2059.

2057 2058 2059 2060 2061 2062
130 T T B T T T R S SRS T P B S TR R TR PR PRI \nu\l-uu\ B T R T R S R T R PP PRI ORI
120 B T T P T T R T P P TS S T R PR T T PR P T T P T O A R PR AT AT

S L o

E §$ G A CTGATCTGATCT G T
5 10

Cepa wild type, regidn 2: la pirosecuenciacién se inicia en la guanina situada en
posicibn 2619. La secuencia original es AGGGACCAACC (en este caso,
secuenciamos la cadena complementaria, correspondiendo con una secuencia
madre de TCCCTGGTTGG). La letra marcada en verde es la posicién 2611 (2617

en la numeracion de M. pneumoniae), asociada con resistencia a macrolidos.

2613 2612-41-10 2609
| | |
/\&‘ ----- L J"'\\ ) ) Jl\\\WMJ\ J\
E S A G T C A G T Cc A G T C
5 10
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Cepa con mutacién C2611A (AGTGACCAACC): lo que era un pico de 3 guaninas,

se desdobla en tres picos (guanina-timina-guanina).

2613 2612 2611 2610 2609
L
s w}l“‘m‘k—(‘ ‘\MMN.,.,‘L‘LV,, J‘I\.« s .,-'/w,“,’»n’\l,,} 'wauumvmw\—:—\,.»wq“ ‘\».wuulmw»-j -, Jl \‘.w»wr‘ \‘-,.vad‘ \\“'r‘*a’:‘r->\'~‘"~w-/’— PRSI
E S AGTI CAGTT CAGTCATC
5 10

M. genitalium

Cepa wild type: en este caso también secuenciamos la cadena complementaria
de la zona de interés (TCTTTCCGTCCCGTTG, secuencia madre
AGAAAGGCAGGGCAAC), que incluye las 3 posiciones en las que habitualmente
se encuentran las mutaciones asociadas a resistencia a macrolidos. El proceso lo
iniciamos en la posicion 2062:

I ’\

Cepa con mutacién A2058G: el pico de guanina 2060-2058 disminuye su tamafio

en favor del pico de citosina. Esto significa que la timina situada en 2058 ha sido
sustituida por una citosina (TCTTCCCGTCCCGTTG).

2062 2061 2060-59 2058 2057 2056
'_" L - |l'\ _Jl\\ [I‘ ﬁ\ j\\ r‘ s ‘\,,.,,,J" ‘__ %\_J\ h‘_ly\
E S TCGATU CGATCGATT CGATT CGA
5 10 15 20

Cepa con mutacién A2058T: el pico de guanina 2060-2059 disminuye su tamafio
con apariciéon de un nuevo pico de adenina. Esto significa que la timina situada en
2058 ha sido sustituida por una adenina (TCTTACCGTCCCGTTG).
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Cepa con mutacién A2059G: el pico triple de timina en 2060-2058 se desdobla
en 3 picos (timina-citosina-timina). Esto significa que la timina situada en 2059 ha
sido sustituida por una citosina (TCTCTCCGTCCCGTTG).

2062 2061 2060 2059 2058 2057 2056

S W ¥ j\LMJMLJ‘H‘\*MJ\
E&TEEATEGAT BEAT BB X
5 10 15 2

Cepa con mutacion A2062T: la timina inicial ha sido sustituida por una adenina.
Esto significa que en la secuencia original existe una timina en esa posicion en
lugar de una adenina (ACTTTCCGTCCCGTTG):

200: TR TR COCIEREEED o R L D e TR s s e e e e o T = T
o S U ) *Vw"_;uWJ_LJ_ATJ

T e T
E S T CGATCGATT CGATT CSGATT CGA
5 10 15 20

El pico de luz obtenido es directamente proporcional a la cantidad de bases afiadidas, lo
gue hace que las diferencias de altura en un pico o la aparicibn de nuevos picos no

presentes en la cepa salvaje nos permitan identificar las mutaciones.

Una caracteristica importante de la pirosecuenciacion es que permite secuenciar
fragmentos de hasta 20 bases de longitud. Esto permite su aplicacion en diversos campos
como son la deteccién de mutaciones no conocidas en hotspots, el estudio de SNPs, el
genotipado bacteriano (secuenciacion region variable del rRNA 16S) o viral (estudio de
mutaciones asociadas a resistencia a antivirales), o la secuenciacién de marcadores de

secuencia expresada (tag sequencing), que son pequefias subsecuencias de una
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secuencia nucleotidica transcrita (codificante de una proteina 0 no), que se emplean para

identificar genes que se transcriben (177).

1.6.1.4. Técnicas comerciales para la deteccion de resistencia a
macrolidos en M. genitalium

Tal como referiamos anteriormente, existen numerosos reactivos comercializados en los
Ultimos afios para la deteccion de resistencias en M. genitalium.

Estos kits pueden ser de un solo paso (de aparicion mas reciente, que permiten deteccion
simultanea de la bacteria y de su patrén de resistencia a macrélidos) o de dos pasos (los
primeros comercializados, en los que en primer lugar se realiza una PCR que detecta la
presencia del microorganismo y, en caso de ser positiva, posteriormente se lleva a cabo el
estudio de resistencias). Existe una gran variedad de kits comerciales con este objetivo
(178-181), que incluyen todas las modalidades mencionadas anteriormente. En su mayoria
muestran una elevada sensibilidad y especificidad tanto en la deteccion de M. genitalium
como de las principales mutaciones asociadas a resistencia a ML, difiriendo en el tiempo
requerido hasta la obtencion de un resultado, volumen de muestra necesario para el
estudio, nimero de mutaciones detectadas o la necesidad de un equipamiento especifico
para su realizacién. En la Tabla 13 podemos ver un resumen de los kits mas conocidos en

este campo.

Tabla 13: Principales técnicas comerciales para la deteccion de resistencia a macrolidos en M. genitalium.
Adaptada a partir de: Le Roy C, Bebear C, Pereyre S. Clinical Evaluation of Three Commercial PCR Assays for
the Detection of Macrolide Resistance in Mycoplasma genitalium. Journal of clinical microbiology. 2020;58(2) y
Le Roy C, Bebear C, Pereyre S. Performance of Three Commercial Molecular Diagnostic Assays for the
Simultaneous Detection of Mycoplasma genitalium and Macrolide Resistance. Journal of clinical microbiology.
2021,59(6).

Parametro S- Real Accurate Resistance Allplex MG Macrolide- Resistance
DiaMGRes TVMGres Plus MG & AziR R/MG Plus MG
(Diagenod  (Pathofinder) (SpeeDx) (Seegene) ELITe FleXible
MGB (SpeeDx)
ELITech
Diana de Gen Gen MgPa Gen No Gen Gen
deteccion Mg219 adhesina publicado 23S rRNA adhesina
MgPa MgPa
Mutaciones 5, 4, 5, 6, 5, 4,
resistencia  A2058G/  A2058G/C/T A2058G/C/ A2058G/  A2058G/ A2058G/C/
ML CIT A2059G T CIT cIT T
detectadas  A2059G/ A2059G/C  A2059G/  A2059G/  A2059G
C CIT C
WT
Volumen de 162 162 162 200 200 1000
muestra
necesario
(uL)
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Eluido DNA Si No
disponible
para otras
pruebas
Control Si/No* SilSi Si/No*
interno
amplificacio
n MG/23S
rRNA
Automatiza  Amplificac Amplificacion ~ Amplificaci  Amplificac Completa Cartucho
cion i6n on y ién y (extracci6 (extraccidn
andlisis andalisis n, y
amplificac  amplificaci
i6n y 6n) y
analisis) analisis
Tipo y n°®de Lotes, hasta 94 muestras/run Lotes, 12 Individual,
reacciones muestras* hasta 16
por run * test
simultaneo
S de
distintas
técnicas
(segun
equipo)
Tiempo de 30-60, segln n°® muestras 30 20
ejecucion
manual
(min)
Tiempo 1h 45’ 1h 35’ 1h 25’ 1h 45’ 3h 2h
hasta (excluyendo (excluyendo (excluyendo  (excluyendo incluyendo  incluyendo
resultado extraccion) extraccion) extraccion) ~ extraccion)  extraccién  extraccion
Equipamien LC480/75 LC480/Rotor- LC480/750 CFX 96 ELITe Cepheid
to 00 Gene/PathoC 0 Fast/CFX InGenius  GeneXpert
Fast/CFX  ycler 96
96
Software Roche Roche LC480 UgenTec Seegene  ELITe GeneXpert
andlisis LC480 FastFinder  Viewer InGenius  Dx system
resultados

* El control interno es exdgeno (se afiade de forma adicional) en todos los kits excepto en Seegene y ELITech, que llevan un
control interno endégeno y requieren de la adicion de un control exdgeno en las muestras de orina.
** Posibilidad de ejecutar distintas técnicas en el equipo de forma simultanea.
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Todos los kits expuestos en la tabla son reactivos de un solo paso, ya que han desplazado
a las primeras versiones que ofrecian una deteccion de resistencias en una PCR
independiente a realizar tras la deteccion de M. genitalium. Entre ellos, la mayoria requiere
la extraccién de material genético en primer lugar, para luego realizar la amplificacion, con
excepcion del kit de Elitech (el equipo requerido realiza el proceso completo desde la
introduccion de la muestra) y la adaptacion para GenXpert de SpeeDx, que se trata de un
cartucho tipo “point-of-care” que realiza tanto la extraccién como la amplificacién con un

equipo sencillo y una manipulacién muy escasa.

Una de las principales desventajas que presentan todos los kits excepto el de Elitech es
que el control interno que incluyen solo monitoriza la deteccidon de M. genitalium, pero no
existe uno adicional que controle la amplificacion del gen 23S rRNA para la deteccion de
resistencias. Esto implica que los resultados obtenidos pueden ser de “cepa mutante” o de
“cepa sin mutacion detectada”, pero esto no significa necesariamente que la cepa a estudio
sea wild-type, si no que no se han detectado mutaciones (bien por no estar incluidas en las
mutaciones diana del reactivo o bien porque no ha amplificado el gen, sin capacidad de
distincién). Por tanto, si existe un fracaso terapéutico en un paciente al que se le ha
diagnosticado una cepa supuestamente “sensible”, la presencia de una mutacion asociada
a resistencia a ML debe ser sospechada y la cepa debe ser estudiada por técnicas
adicionales (178, 179, 182). Ademas, ninguno de los kits anteriores incluye la deteccion de
mutaciones en la posicién 2062 (numeracion de E. coli), por lo que esta posibilidad tampoco

debe ser excluida.

De los métodos mencionados anteriormente, en esta tesis se ha evaluado el kit
ResistancePlus® MG (SpeeDx). Se trata de una técnica comercial de un solo paso, la cual
hemos comparado con la pirosecuenciacion, como técnica casera de referencia en dos

pasos.

Este kit detecta simultdneamente M. genitalium y 5 mutaciones en las posiciones 2058 y
2059 en el gen 23S rRNA (numeracion de E. coli) que estan asociadas a la resistencia a la
azitromicina. Es un ensayo multiplex de PCR en tiempo real (QPCR) de 1 pocillo que consta
de 3 lecturas. La lectura 1 indica la presencia o ausencia de M. genitalium mediante la
deteccién del gen MgPa; la lectura 2 indica la presencia de una mutacion A2058G, A2059G,
A2058T, A2058C o0 2059C en el gen 23S rRNA; la lectura 3 es un control interno para

supervisar la eficacia de la extraccion y la inhibicion de la qPCR. Este kit utiliza las
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tecnologias PlexZyme® vy PlexPrime® para ofrecer una capacidad superior de

especificidad y multiplexado.

PlexPCR® es una novedosa tecnologia de qPCR que utiliza enzimas PlexZyme® que
detectan el producto amplificado e informan de su presencia generando una sefal
fluorescente. Estas enzimas son complejos de DNA cataliticos formadas por dos
oligonucledtidos de DNA (“enzimas parciales”), que tienen una region especifica de diana,
un nucleo catalitico y una region de union de una sonda universal. Cuando la diana esta
presente, las dos enzimas parciales se unen adyacentemente para formar el complejo
PlexZyme® activo, con una actividad catalitica que descompondrd una sonda etiquetada.
Al descomponerse, se produce una sefal fluorescente que puede determinarse en tiempo
real. Los enzimas PlexZyme® tienen una mayor especificidad que otras tecnologias de
deteccion, ya que la union para la deteccion requiere que se unan dos enzimas parciales.
Ademds, son también enzimas de recambio mdltiple, pudiendo descomponerse varias

sondas durante cada ciclo de PCR, lo que produce una sefial fuerte y sensible.
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Figura 15: Tecnologia PlexZyme® de SpeeDx. Imagen extraida del insert de la técnica.

El kit ResistancePlus® MG también emplea cebadores PlexPrime® para la amplificacion
especifica de secuencias de mutaciones, junto a la deteccién de mutaciones especificas

PlexZyme®. Estos poseen tres regiones funcionales:

e Region larga 5" fija el cebador a una ubicacion determinada

¢ Region corta 3": se dirige selectivamente a la extension desde la base mutante.

e Secuencia de insercion: localizada entre las regiones 5' y 3', acta como una
estructura de unién que inserta la estructura independiente de la diana en el

amplicén resultante y aumenta la presion selectiva de la region 3'.
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En un ensayo multiplex, cada cebador PlexPrime® se destina a una determinada base
mutante e incorporard una secuencia de insercién Unica, lo que produce secuencias del
amplicén mutante diferenciadas. A diferencia de otras tecnologias de deteccion basadas
en sonda, el enzima PlexZyme® se puede solapar con el cebador PlexPrime® para
dirigirse al amplicon mutante especifico que contiene la base mutante y la secuencia de

insercion incorporada.
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Insercion = %
PAORL BB RRRDREIXXXXXIIXE

Cebador
estandar

PlexZyme
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Figura 16: Representacion esquematica del cebador PlexPrime® junto con deteccién PlexZyme®. El cebador
PlexPrime® amplifica especificamente la secuencia de mutaciones, y los enzimas PlexZyme® detectan

especificamente el amplicon. Imagen extraida del insert de la técnica.

La combinacién unica de cebadores PlexPrime® junto a enzimas PlexZyme® permite la
amplificacién especifica de secuencias de mutaciones y la deteccion sensible y especifica

en el ensayo multiplex.

La extraccion del DNA a estudio se puede llevar a cabo por las plataformas MagNAPure
96 0 MICROLAB STARIet IVD, requiriendo un volumen de muestra minimo de 200 o 300
UL, respectivamente. Posteriormente, el proceso de amplificacion se ha validado para
diferentes equipos (Light Cycler 480, 7500 Fast o CFX 96).

Los resultados obtenidos son procesados mediante el software Ugentec FastFinder, el
cual es proporcionado por el fabricante, que te facilita un listado de los resultados
interpretados para cada muestra y mediante el cual puedes analizar las curvas de

amplificacion obtenidas en cada caso.
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Esta tecnologia de SpeeDx fue adaptada posteriormente a la plataforma GeneXpert®
(Cepheid, Sunnyvale, CA, USA), un sistema rapido point-of-care que integra la extraccion
de material genético, amplificacion en tiempo real y analisis de los resultados, en un formato
de cartuchos individuales. El equipamiento consiste en un instrumento asociado a un
ordenador que posee un software programacion de pruebas e interpretaciéon de resultados.
Este sistema estd ampliamente desarrollado para otros patégenos, tanto bacterias (S.
agalactiae, C. trachomatis/N. gonorrhoeae...), virus (deteccion de VIH, VHB, VHC,
Enterovirus...), micobacterias (M. tuberculosis y genes de resistencia a principales
antituberculosos) o deteccion de genes de resistencia bacterianos (carbapenemasas, S.

aureus meticilin-resistente...).

Este kit es capaz de detectar la presencia de M. genitalium y cuatro de las mutaciones mas
frecuentes asociadas a resistencia a macrolidos en solo 2 horas, y dado que el
procesamiento requerido es minimo, es una opcién mas que valorable para su uso en las
clinicas de atencion a la salud sexual a pie de paciente, permitiendo que el paciente salga
de la consulta con una pauta antibidtica que, a priori, ser4 adecuada para resolver su

infeccion.
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2. Justificacion y objetivos

2.1 Justificacion de la unidad tematica de la tesis
El andlisis de los microorganismos que producen patologia en el ser humano, asi como las
infecciones que producen, su diagnéstico y su tratamiento es un tema en continuo estudio
y evolucién a lo largo del tiempo. La microbiologia clinica tiene, en este contexto, un papel
fundamental, dado que el empleo de las herramientas adecuadas para conseguir un

diagnéstico condicionara la evolucion clinica de nuestros pacientes.

El diagnostico microbiolégico puede ser de dos tipos: indirecto o directo, El diagndstico
indirecto se emplea en aquellos casos en los que, por alglin motivo, no se puede disponer
de la cepa causante de la infeccion. Un ejemplo de este tipo de técnicas es la serologia,
basada en la deteccion de la respuesta inmune generada por un individuo al ser infectado
por un microorganismo concreto. En muchos otros casos, el diagnostico se aborda de
forma directa mediante el aislamiento del patégeno en medios de cultivo. De forma
complementaria, las técnicas moleculares permiten detectar el material genético del

microorganismo de interés, sin requerir de la bacteria completa ni viable.

. Este tipo de métodos han revolucionado el campo del diagndstico microbiolégico desde
su aparicion, dado que aportan una sensibilidad y especificidad muy superiores al cultivo

tradicional.

El principal inconveniente de las técnicas moleculares es que, a pesar de tener un
diagnéstico, no se pueden realizar estudios de sensibilidad antibidtica al no disponer de la
cepa bacteriana. Sin embargo, una alternativa es el estudio molecular del genoma en busca
de genes o mutaciones conocidas que han sido asociadas con resistencia antibidtica a

diferentes antibiodticos.

Las bacterias del género Mycoplasma forman parte de ese grupo de patégenos cuyo
aislamiento en cultivo es altamente complejo. Dentro del género, dos de las especies mas

relevantes en patologia humana son M. pneumoniae y M. genitalium.

M. pneumoniae provoca diferentes entidades clinicas, siendo la neumonia la de mayor
interés. Se estima que, a niveles endémicos, causa de un 4-8% de neumonias adquiridas
en la comunidad, elevandose este valor hasta un 20-40% en los picos epidémicos en la

poblacién general. Afecta mayoritariamente a nifios y adolescentes.
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En el Servicio de Microbiologia del Hospital Germans Trias i Pujol, la serologia es la técnica
empleada para el diagndstico rutinario de los cuadros respiratorios con sospecha de M.

pneumoniae.

En el afio 2012 se concedid a nuestro servicio, en colaboracién con el Servicio de Pediatria,
un proyecto de investigacién financiado por el Instituto de Salud Carlos lll titulado “Nuevas
aproximaciones moleculares al estudio epidemioldgico, patogénico y diagndstico de las
infecciones respiratorias causadas por Mycoplasma pneumoniae” (P112/02298), el que
tuve la oportunidad de participar. Este proyecto se desarroll6 en forma de estudio
prospectivo transversal de cuatro afios de duracién, cuyo objetivo era profundizar en el
conocimiento de la epidemiologia, patogenia y diagnéstico de las infecciones respiratorias
adquiridas en la comunidad causadas por M. pneumoniae en nifios y adultos en nuestro

area sanitaria.

En este contexto, se comenzod a realizar la determinacién de M. pneumoniae en muestras
respiratorias por técnicas moleculares, realizando en paralelo la deteccion de anticuerpos

en suero, al tratarse de nuestro gold standard.

En aquellas muestras en las que se detectaba genoma de M. pneumoniae, el siguiente
paso era realizar el tipado molecular mediante MLVA, asi como analizar la presencia de
mutaciones genéticas asociadas a resistencia a antibioticos por pirosecuenciacion (equipo
que teniamos disponible en el laboratorio). Ambas técnicas se pusieron a punto para llevar
a cabo este estudio. Los resultados de dicho estudio se publicaron y conforman el Articulo

| en el que se basa esta tesis.

Por otro lado, M. genitalium ha pasado a ser un tema de gran interés y preocupacion en la
Gltima década. Se trata de un patdégeno de transmision sexual causante de cuadros de
uretritis no producida por gonococo ni por clamidia, al que se le pueden atribuir de un 10-
35% casos en grupos de riesgo como los hombres que tienen sexo con hombres o los

pacientes que acuden a clinicas de salud sexual.

Ademas del problema de salud y epidemiolégico, M. genitalium tiene una elevadisima
capacidad para adquirir resistencias a los antimicrobianos, por lo que tiene gran potencial

de convertirse en una superbacteria intratable en un futuro més bien cercano.

Su diagndstico se basa casi exclusivamente en técnicas moleculares. Dado el interés
sanitario y epidemiolégico de este tema, la poca informacion disponible sobre este
microorganismo en nuestro pais y nuestra experiencia previa con M. pneumoniae,

decidimos disefiar un proyecto para el analisis de las resistencias a macrélidos en M.
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genitalium, adaptando la técnica que habiamos desarrollado previamente para M.
pneumoniae. Este estudio se presentd como proyecto de investigacion de una beca
Germans Trias Talents de un afio de duracidn, otorgada por nuestra institucién a jévenes
investigadores, y que me fue concedida. Se traté de un estudio prospectivo de un afio de
duracion, realizado en colaboracion con la Unidad de VIH y el Servicio de Ginecologia y
Obstetricia de nuestro centro, y los servicios de Atencion a la Salud Sexual y Reproductiva
(ASSIR) de Badalona y Mataro.

Durante el desarrollo del estudio, se comenzaron a comercializar métodos moleculares que
incluian la deteccién de M. genitalium y las principales mutaciones asociadas a resistencia
a macrélidos de forma simultdnea. Con el objetivo de evaluar esta nueva tecnologia, y
poder compararla con nuestra técnica casera, realicé una estancia en el Centro Nacional
de Referencia de ITS de Francia, ubicado en la ciudad de Burdeos. Durante esta estancia,
ademas de analizar las muestras en busqueda de mutaciones asociadas a resistencia a
macrolidos por la tecnologia comercial, realizamos de forma complementaria un analisis
de mutaciones asociadas a resistencia a fluoroquinolonas, tratamiento de segunda linea
para esta patologia. Dichos resultados, publicados recientemente, conforman el Articulo

Il de la presente tesis doctoral.

Tanto M. pneumoniae como M. genitalium son patégenos con gran relevancia clinica e
interés, dado que su biologia celular y su alta capacidad de adquisicion de resistencias
hacen que las opciones terapéuticas contra ellos sean cada vez mas limitadas. Ademas, el
cultivo convencional no es una opcién diagnéstica en estos casos y la serologia, en el caso
de M. pneumoniae, no es inmediata, sino que existe un periodo ventana hasta la
produccién de anticuerpos que hace que a los pacientes se les deba administrar un
tratamiento empirico que en algunas ocasiones no serd el adecuado. Por otro lado, el
porcentaje creciente de cepas de M. genitalium resistentes a macroélidos en otros paises
ha hecho que el manejo terapéutico de las ITS cambie de modelo, con el fin de evitar el

encontrarnos con enfermedades de transmision sexual “intratables”.

Por todo ello, el conocimiento e implantacion de técnicas moleculares que contribuyan al
diagnostico, tratamiento y epidemiologia de las infecciones causadas por ambas bacterias
constituye un tema de interés que permitird optimizar el tratamiento y manejo de nuestros
pacientes, y, en definitiva, mejorar la calidad de la atencién prestada en las instalaciones

sanitarias.
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2.2. Objetivos

Evaluaciéon de la utilidad de las técnicas moleculares en el estudio de Mycoplasma

pneumoniae:

1.1. Evaluacién de una PCR multiplex de diagnéstico de neumonia atipica bacteriana
(Anyplex® 2 RB5 Detection, Seegene Inc., Korea) mediante comparacion con la
técnica serologica de aglutinacion de particulas de gelatina (Serodia®-MYCO I,
Fujirebio Europe), como nuestra técnica gold standard en el diagnostico de las

infecciones causadas por M. pneumoniae.

1.2. Optimizacion y estudio de la aplicabilidad de las técnicas de genotipado mediante
MLVA (mudltiple locus variable-number tandem-repeat analysis) en el estudio de la

epidemiologia de las infecciones por M. pneumoniae en nuestro territorio.

1.3. Optimizacion de la técnica de pirosecuenciacion para el analisis de la resistencia a

macrolidos en M. pneumoniae en nuestro medio.
Aplicaciéon de técnicas moleculares al estudio de Mycoplasma genitalium:

2.1. Deteccidn de mutaciones genéticas asociadas a la resistencia a macrélidos en M.
genitalium mediante la adaptacion de las técnicas previamente desarrolladas para

M. pneumoniae.

2.2. Comparaciéon de los resultados obtenidos para la deteccién de resistencia a
macrolidos en M. genitalium por pirosecuenciacion (técnica casera en dos pasos)
con la nueva técnica molecular en un solo paso ResistancePlus® MG kit (SpeeDx,
Sydney, NSW, Australia).

2.3. Evaluacion de la situacion epidemiolégica en nuestra zona, al no existir ningin tipo

de datos disponibles en la actualidad.
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3. Resumen y discusion global de los resultados
obtenidos

ARTICULO 1. Macrolide resistance and molecular typing of Mycoplasma pneumoniae

infections during a 4 year period in Spain

Belén Rivaya, Elena Jordana-Lluch, Gema Fernandez-Rivas, Sonia Molinos, Roi Campos, Maria

Méndez-Hernandez y Lurdes Matas

Mycoplasma pneumoniae es un patégeno respiratorio causante del 20-40% de neumonias
adquiridas en la comunidad (NAC) en nifios y adultos jovenes. Los casos aparecen en

forma de picos epidémicos a nivel mundial cada 3-7 afios (40).

La dificultad de cultivo de este patdégeno ha hecho que el diagnéstico de estas infecciones
se realice habitualmente por serologia, considerada la técnica gold standard, pero la
aparicion de diversas técnicas moleculares se presenta como una alternativa rapida y con
elevada sensibilidad y especificidad para la deteccién de esta bacteria. Ademas, la
existencia de paneles sindromicos, que permiten el diagnéstico de varios patdgenos
causantes de una entidad concreta de forma simultanea, ha supuesto un gran avance en

los laboratorios de microbiologia.

Las técnicas moleculares no se emplean Unicamente para el diagndstico, sino que su
campo de aplicacibn es mucho mas amplio. A nivel epidemiolégico, nos permiten
caracterizar las cepas circulantes en un area concreta o la investigacion de brotes. Entre
ellas, el MLVA es uno de los métodos mas empleados por su elevado poder discriminatorio
(124).

El tratamiento de eleccion en las neumonias causadas por M. pneumoniae es la
azitromicina, escogida entre los macrélidos por su favorable perfil farmacocinético y
escasos efectos secundarios. Como tratamientos alternativos estan las tetraciclinas y las
guinolonas, pero sus efectos adversos en la edad infantil hacen que solo se empleen en
casos excepcionales. El problema surge con la aparicion de mutaciones en el genoma de
la bacteria, fundamentalmente en el dominio V del 23S rRNA, gue producen resistencia a

este grupo de antibioticos.

Esta resistencia puede ser de elevado nivel, como es el caso de las mutaciones en las
posiciones 2063 y 2064 (numeracién de M. pneumoniae) o de bajo nivel (mutaciones en

las posiciones 2067 0 2617). Otras regiones en las que potencialmente se podrian detectar
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mutaciones implicadas en la resistencia a macrélidos son el dominio Il del 23S rRNA (de
momento no se han descrito) o en las proteinas ribosomales L4 0 L22. En estas Ultimas se
han encontrado mutaciones tanto in vitro (154) como in vivo (155), pero el impacto real de

su presencia no esta del todo claro.

Dado que el cultivo de M. pneumoniae queda relegado a centros de referencia por su
complejidad, tampoco se pueden realizar estudios de sensibilidad convencionales en los
laboratorios de diagnostico clinico. Por este motivo, se han desarrollado diversas
metodologias para el estudio de la region del gen 23S rRNA en la que se suelen encontrar
las mutaciones, como son la PCR seguida de analisis de curvas de melting (157, 158, 183),

secuenciacioén tipo Sanger (184), pirosecuenciacion (185-187) o RFLP (156).

El amplio uso de la azitromicina ha hecho que en los Gltimos afios las tasas de resistencia
a macrélidos en M. pneumoniae hayan incrementado de manera preocupante. Por ejemplo,
en China se ha pasado de un 40% de resistencias en el afio 2008 a unas tasas cercanas
al 100% en determinadas regiones. En Europa, la proporcién de resistencias es variable,
oscilando desde un 0.2% en Suecia (133) o un 1% en Eslovenia (134), hasta un 19% en
Escocia (137) o un 25.6% en Italia (138).

Este hecho hace necesaria la deteccién rapida de las cepas resistentes para optimizar el

tratamiento de los pacientes.

Por este motivo, y dada la carencia de datos sobre M. pneumoniae en nuestro pais, los

objetivos de este estudio fueron:

1. Evaluar una técnica de PCR en tiempo real para el diagnostico de M. pneumoniae,
en comparacion con la serologia, como nuestro método gold standard.

2. Realizar un analisis epidemioldgico de los genotipos circulantes de M. pneumoniae
en nuestra area y su distribucion a lo largo del tiempo.

3. Evaluar el porcentaje de cepas de M. pneumoniae resistentes a macrolidos en
nuestra zona de influencia mediante el estudio de mutaciones en el dominio V del

gen del 23S rRNA por pirosecuenciacion.

Disefio del estudio

Entre los afios 2013 y 2016 se llevd a cabo un estudio prospectivo para la deteccion de
M. pneumoniae en nifios (fundamentalmente) y adultos ingresados que presentaban

clinica compatible con neumonia atipica. Adicionalmente, se realizaron pruebas
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moleculares tanto a familiares de los pacientes diagnosticados como a algunos

voluntarios sanos.

En primer lugar, se llevd a cabo la comparacién de la técnica de PCR en tiempo real

con la serologia, técnica empleada en la rutina asistencial del laboratorio.

Las muestras de aspirado nasofaringeo fueron procesadas para extraer su DNA

mediante la plataforma nucliSENS® easyMag® platform (bioMérieux, Francia).

Se evaluaron dos técnicas de PCR en tiempo real: en la primera etapa del proyecto se
empleé el reactivo Real Time PCR Realcycler M. pneumoniae/Chlamydophila
pneumoniae (Progenie molecular, Espafia), una técnica de PCR multiple que permitia
detectar ambos patégenos a la vez. Posteriormente, y de forma mas extensa, se
comenzo a utilizar el reactivo Anyplex™ Il RB5 Detection (Seegene Inc., Korea). Este
ultimo es un kit de PCR multiplex basado en curvas de melting, que permite la deteccion
simultdnea de cinco patégenos asociados a neumonia atipica (M. pneumoniae, C.

pneumoniae, L. pneumophila, B. pertussis y B. parapertussis).

En paralelo, se realizé el diagnéstico serolégico de rutina en el laboratorio, utilizando
un ensayo de aglutinacion de particulas de gelatina (Serodia®-MYCO I, Fujirebio

Europe), capaz de detectar anticuerpos totales (IgG+IgM) frente a M. pneumoniae.

Posteriormente, en aquellas muestras respiratorias en las que se detectdé M.
pneumoniae por PCR, se procedid6 a su genotipado y deteccién de resistencia a

macrolidos por mediante MLVA y pirosecuenciacion, respectivamente.

Resultados y discusién

Nuestro estudio se trata del primero en nuestra region que abarca el estudio completo
de M. pneumoniae, incluyendo su deteccion, genotipado y prevalencia de resistencia a

macrolidos.

Se procesaron 821 muestras de aspirado nasofaringeo de 774 pacientes,
correspondiendo a nifios en 769 casos (766 de ellos con sospecha de neumonia o
familiares de un paciente con cuadro neumaénico y 3 nifilos sanos) y a adultos en 52
casos (29 de ellos con cuadro de neumonia o familiares cercanos, y 23 voluntarios
sanos). La explicacién detallada de las muestras incluidas en el estudio esta disponible

en la Tabla 1 del articulo.

128



Por métodos moleculares, se detectdé M. pneumoniae en 138 muestras (16.8%) de 127
pacientes. En una de las muestras no se pudo realizar estudios de genotipado y
deteccién de resistencias por tener escasa cantidad de DNA, lo que arroja un total de
137 muestras positivas, tres de ellas detectadas por Progenie y 134 por Anyplex. Esta
proporcion de positivos es similar a las descritas en otros paises europeos, dado que
las infecciones por este microorganismo se producen como olas de casos con una
periodicidad de entre 3y 7 afios (135, 188).

El 97.1% de positivos (N=133) se encontraron en nifios, correspondiendo el 2.9% (N=4)
restante a familiares adultos de nifios infectados. La edad media de los nifios fue 6.6
afos y la mayor parte de los positivos se encontr6 en el grupo de nifios mayores de 5
afos (53.3%, 73/137), seguido de nifios entre 1-5 afios (36.4%, 50/137) y menores de
un afo (7.3%, 10/137). Estos hallazgos son comparables con los descritos en la
literatura (134).

La mayor parte de las muestras fue recogida en los afios centrales del proyecto, lo que
explica que el porcentaje de positivos sea mayor en ese periodo de tiempo. La ratio de
positividad fue del 26% en 2013 (19/73), 19% en 2014 (49/258), 13.2% en 2015
(56/423) y 22.4% en 2016 (15/67).

La serologia es la técnica mas comunmente empleada por los laboratorios clinicos en
el diagnéstico de M. pneumoniae. Para obtener un mayor rendimiento, se recomienda
la recogida de dos muestras de suero, una en la fase aguda de la enfermedad y otra
en la fase de convalecencia (2-3 semanas después), que seran procesadas en paralelo
con objetivo de demostrar seroconversion. La seroconversion se define como el
aumento de cuatro veces el titulo de anticuerpos, lo que en esta técnica, dado que se
emplean diluciones dobles progresivas en su ejecucion, supone un aumento de dos

diluciones respecto al titulo de la primera muestra.

En la poblacion infantil, la aparicién rapida de IgM hace que en hasta un 50% de los
casos el diagndstico pueda realizarse con una Unica muestra de la fase aguda (109,
189).

El punto de corte para la positividad de la serologia establecido en nuestro centro (tras
afos de experiencia y con el que se obtiene una mayor sensibilidad) es un titulo de
1/160. Todas aquellas determinaciones =1/160 se consideran positivas para M.

pneumoniae, mientras que valores inferiores se consideran negativos.
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El diagnostico seroldgico se realiz6 de forma paralela a la PCR en 376 casos,
incluyendo 105 pacientes con PCR positiva y 271 con PCR negativa. Entre los 105
casos positivos, la serologia en fase aguda (primera muestra) fue también positiva en
75 casos (71.4%), mientras que, entre los 30 casos negativos restantes, se pudo
observar una seroconversion en 13 de ellos (43.3%) en la muestra de fase de
convalecencia (segunda muestra). El total de pacientes con serologia y PCR positivas
fue de 88/105 (83.8%), lo que supone una concordancia de un 76% entre ambas
técnicas (si solo considerdsemos los casos con serologia positiva en fase aguda, la
concordancia seria de un 73%). Informacion detallada disponible en la Tabla 3 del

articulo.

Entre los 271 pacientes con PCR negativa, la serologia también fue negativa en 199
casos (73.4%), mientras que mostré un resultado positivo en 72 casos, por lo que, si
comparamos ambas técnicas, la sensibilidad de la PCR comparada con la serologia

fue de 55% vy la especificidad de un 72%.

Las discrepancias entre ambos métodos son inherentes a la naturaleza de las técnicas
(190-192). En el caso de la PCR, se trata de una técnica de diagnostico directo en la
que nuestra diana es el DNA de la bacteria de interés. Una prueba de PCR positiva no
implica necesariamente ni que el microorganismo sea viable (podria tratase de material
genético de bacterias no viables por tratamiento antibiético previo), ni que esté
produciendo una infeccién activa en ese momento, ya que se ha demostrado que M.
pneumoniae puede persistir colonizando la nasofaringe durante periodos prolongados

de tiempo sin ningun tipo de manifestacién clinica.

De hecho, Nilsson et al. realizaron un estudio en el que comparaban PCR con serologia
y en el que encontraron DNA de M. pneumoniae hasta 7 semanas después de la
resolucion del cuadro clinico a pesar de haber sido tratado con un antibiético adecuado
(190). En la misma linea, Meyer Sateur et al. detectaron DNA de M. pneumoniae hasta

en un 48% de nifios sanos que habian escogido como controles para su estudio (193).

Por otro lado, la serologia es un método de diagnéstico indirecto, es decir, busca la
respuesta inmune humoral del individuo frente a una infeccion. Esto implica que el
sistema inmune requiere un tiempo desde que se inicia el cuadro clinico hasta que los
niveles de anticuerpos en suero son detectables (periodo ventana). La recogida de
suero en el inicio de la infeccion puede dar lugar a resultados falsos negativos, asi como
puede ocurrir en pacientes inmunodeprimidos, cuya capacidad de sintesis de

anticuerpos puede estar mermada (194). Ademas, la IgM puede detectarse meses o
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incluso afios tras la infeccion por M. pneumoniae (191, 192). Kim et al. sugirieron el
aumento del cut-off en la serologia de M. pneumoniae a 1/640 para el diagnostico de
la neumonia en fase aguda, para intentar evitar de esta forma los falsos positivos por
infecciones previas (194). En nuestro estudio, entre aquellos casos con serologia
positiva y PCR negativa, una gran parte de los pacientes poseian titulos de 1/160 o
1/320 en fase aguda, titulo que no sufria cambios en la fase de convalecencia (en caso

de haber muestra disponible), lo que concuerda y apoya lo indicado por Kim et al.

Se requieren mas estudios para aclarar el impacto de los portadores en la transmision
de la enfermedad en la comunidad. Las técnicas moleculares aportan una gran
sensibilidad diagnéstica pero no son capaces por si solas de distinguir entre infeccion
activa y colonizacién, por lo que la combinacién de ambas metodologias parece la

opcion mas adecuada (44).

El MLVA es una técnica de genotipado con gran potencia para la discriminacion entre
cepas (195). En nuestro estudio, se detectaron 11 tipos de MLVA, siendo los mas
abundantes el 4-5-7-2 (70/137, 50.1%), el 3-5-6-2 (40/137, 29.2%) y el 3-6-6-2 (11/137,
8%). Tanto 4-5-7-2 como 3-5-6-2 fueron también los perfiles més encontrados en otros
paises de Europa (133, 196, 197), Estados Unidos (66) y China (198, 199).

La proporcion de los distintos genotipos fue variando a lo largo del estudio,

encontrando estos resultados en la Figura 1 del articulo.

Durante los afios con mayor numero de casos (2014 y 2015), el genotipo 4-5-7-2 se
detectd en proporciones similares, mientras que se observé un aumento del genotipo
3-5-6-2 ligado a un descenso de genotipo 3-6-6-2 en ese periodo. Ademas, su
distribucion fue estacional, siendo el genotipo 4-5-7-2 mas frecuente en verano
mientras que el 3-5-6-2 se detectd predominantemente en invierno y primavera. El
genotipo 3-6-6-2 se encontr6 mayoritariamente en la primavera de 2014, mientras que

los genotipos restantes fueron detectados a lo largo de todo el estudio.

La transmision domiciliaria de M. pneumoniae queda reflejada al encontrar 4 muestras
de adultos con el mismo perfil de los nifios infectados convivientes, sugiriendo que el

origen de la transmision era en el propio domicilio.

Durante el periodo de estudio también se registraron diversas reinfecciones (12/137)
tras 1-2 meses desde la primera muestra. En 9 casos, el perfil MLVA fue el mismo que

el de la muestra inicial, pero en dos pacientes se observé un cambio en este perfil que
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afectaba a una de las regiones (de 3-6-6-2 a 3-5-6-2 y de 3-5-6-2 a 3-5-7-2). En estos

casos, el segundo aislamiento podria tratarse de una variante del primero.

Otra de las preguntas era si los diferentes genotipos podian estar relacionados con una
mayor severidad de los sintomas. En nuestro estudio, no se encontré ningln tipo de
correlacion entre la sintomatologia y el genotipo detectado (informacion adicional en la
Tabla 2 del articulo), a diferencia de lo descrito por Yan et al. (200), en el que el MLVA
estaba relacionado con la evolucidn clinica, y que determinados genotipos tenian un

mayor riesgo de progresion a neumonia grave.

Adicionalmente, se realiz6 un andlisis de los virus respiratorios presentes en los
pacientes con una neumonia por M. pneumoniae confirmada. En la mayoria de los
casos, se detectaron multiples coinfecciones virales, lo que implica que la
sintomatologia del cuadro podria deberse bien a M. pneumoniae o a alguno de los virus
detectados. El Rhinovirus fue el virus mas detectado (37.9%, N=30), pero algunos
estudios describen su detecciébn en nifios asintomaticos (201), por lo que estos
resultados deben interpretarse con precauciéon. Ademas del anterior, el Parainfluenza
(15.2%, N=12) y el virus respiratorio sincitial (13.9%, N=11) pueden causar una
sintomatologia compartida con M. pneumoniae, por lo que es importante tenerlos en
cuenta. Los genotipos mas coinfectados con virus fueron el 4-5-7-2 y el 3-5-6-2

(p=0.033). Estos resultados se encuentran detallados en la Tabla 4 del articulo.

Finalmente, se realiz6 el analisis de mutaciones asociadas a resistencia a macroélidos en
las muestras positivas para M. pneumoniae, detectdndose en un 8% de los casos (11
muestras de 10 pacientes). Las mutaciones encontradas fueron de cuatro tipos, tres de
ellas en la regién 1 y una en la region 2 (numeracion M. pneumoniae): A2063G (N=7),
A2063T (N=1), A2064G (N= 2) (region 1) and C2617A (N=1) (region 2).

Los macrdlidos son el tratamiento de eleccion en las neumonias causadas por M.
pneumoniae en nuestro pais (132, 202). Las quinolonas vy las tetraciclinas generalmente
se evitan en nifios por sus efectos adversos (203), aunque paises como Japén, con un
elevado nivel de resistencia a macrélidos, han incluido el tosufloxacino o minociclina en

pacientes con neumonia por M. pneumoniae que no responde a macroélidos (140).

Se han publicado mudltiples estudios en torno a la resistencia a macrélidos en M.
pneumoniae. Hasta aproximadamente el afio 2000, los casos de cepas resistentes a
macrolidos eran anecdéticos. A partir de esa fecha, aparecieron las primeras cepas

resistentes en Asia ligadas al uso desmesurado de macrélidos (204), y las tasas de
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resistencia en ese continente oscilan entre el 13 y el 100% en paises como China (205-
209) o Japén (156, 210-212). En Europa, el elevado porcentaje de cepas resistentes
descrito en ltalia (25.6%) parece originado igualmente por presion antibiética (138). En el
resto del continente, los porcentajes son variables, oscilando entre tasas del 0.2 al 1.2%
en Suecia, Eslovenia o Alemania, respectivamente (133, 134, 213), del 9.3% en Inglaterra
(136), 9.8% en Francia (157) y hasta casi 20% en Escocia (137). Suecia era hasta
recientemente uno de los pocos paises en los que no se habian detectado cepas

resistentes a macrdlidos por el uso restringido que hacen de los mismos (214).

En nuestro estudio, entre las cepas portadoras de una mutacién asociada con resistencia
a macrdélidos, el genotipo de MLVA méas frecuente fue el 4-5-7-2 (N=8), seguido del 3-5-6-
2 (N=3). Todas las cepas resistentes estaban ligadas a un tratamiento previo con
macrolidos, incluyendo 6 casos en los que la resistencia se generd durante el tratamiento
con macrélidos del propio episodio estudiado. En estos casos, se demostré que se trataba
de una resistencia de novo y no de una reinfeccién con un genotipo resistente gracias al
genotipado por MLVA, cuyo perfil fue el mismo en la muestra tomada previo inicio del
tratamiento y en el periodo de convalecencia. Es mas, en uno de los pacientes, la
resistencia se generdé tras administrarse inicamente dos dosis de azitromicina, ya que el

tratamiento fue suspendido debido a una intolerancia del mismo.

En otros cuatro casos, la primera muestra de los pacientes ya presentaba una mutacion
asociada a resistencia, pero en la historia clinica constaba un tratamiento con macrélidos
en los dltimos 6 meses. El (ltimo caso correspondié con un paciente cuyo hermano

present6 un cuadro de NAC no filiado que fue tratado con macrdlidos.

En todos los casos, y a pesar del patrén de resistencia detectado, la sintomatologia clinica
se resolvio sin ninguna incidencia sin cambiar el tratamiento con macrolidos pautado

inicialmente.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones. En primer lugar, las muestras de suero y
aspirado nasofaringeo se recogieron de forma simultanea en aquellos pacientes con
sospecha de neumonia atipica causada por M. pneumoniae. Esto implica que en aquellos
cuadros de NAC donde se sospechaba de otra etiologia (por ejemplo, virica), no tuvimos
muestra de suero para realizar la serologia de M. pneumoniae, lo que habria mejorado la
comparacion entre ambas técnicas diagndsticas. En segundo lugar, a pesar de que el
numero total de muestras estudiado fue elevado (N=821), el porcentaje de positivos para
M. pneumoniae fue relativamente bajo (N=137) para la realizacion de calculos estadisticos.

En tercer lugar, para el andlisis de resistencias Unicamente se realizo el estudio de las
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mutaciones presentes en el dominio V del 23S rRNA, y no de las posibles mutaciones en
las proteinas ribosomales L4 y L22. Finalmente, este analisis aborda una regién limitada
de nuestro pais, por lo que seria interesante la realizacion de un estudio multicéntrico a
nivel nacional en un periodo de tiempo mas largo que analizase los picos de infeccion y
corroborase si los genotipos circulantes son los mismos que los detectados en nuestro

estudio.

En conclusién, este articulo describe por primera vez los genotipos de M. pneumoniae
circulantes en nuestra zona, junto a su patron de resistencia a macrélidos. Los genotipos
mas abundantes fueron el 4-5-7-2 y el 3-5-6-2, y la resistencia a macrolidos fue de un 8%.
Dado que los cuadros neumonicos causados por M. pneumoniae suelen evolucionar de
forma favorable incluso en ausencia de tratamiento antibiético y el amplio uso de este tipo
de antimicrobianos en la poblacién infantil, cabe plantearse si el tratamiento es necesario
en todos los casos, teniendo en cuenta la facilidad de generacién de resistencia a

macrolidos observado en el estudio realizado.
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ARTICULO 2. Detection and Prevalence of Macrolide and Fluoroquinolone Resistance in

Mycoplasma genitalium in Badalona, Spain

Belén Rivaya, Chloé Le Roy, Elena Jordana-Lluch, Gema Fernandez-Rivas, Cristina Casafi, Victoria

Gonzalez, Jun Hao Wang-Wang, Cécile Bébéar, Lurdes Matas and Sabine Pereyre

Mycoplasma genitalium es un patdogeno de transmision sexual causante de entre un 15-
20% de uretritis no gonocdécica en hombres (79) y cervicitis, enfermedad inflamatoria

pélvica, parto pretérmino o aborto en mujeres (99).

Conseguir su crecimiento en cultivo es extremadamente complejo, por lo que los métodos
moleculares son de eleccién para realizar el diagndstico (215). Tal como ocurre con M.
pneumoniae, los macrolidos son el tratamiento de primera linea. La elevada capacidad de
esta bacteria para adquirir resistencias a los mismos plantea la posibilidad de que se
transforme en una ITS intratable en un futuro cercano, por lo que en la actualidad se
recomienda una pauta extendida de macrélidos en lugar de la monodosis de 1g para
intentar evitar esta situacion. Moxifloxacino supone la segunda linea de tratamiento en
cepas resistentes a ML (92), pero la aparicion de cepas con resistencia dual a ambas
categorias (216, 217) ha hecho que la doxiciclina (con baja eficacia para la erradicacion de

la bacteria) o la pristinamicina deban considerarse como tratamientos alternativos (92).

Dado que M. genitalium se puede detectar en gran nimero de pacientes que no muestran
sintomatologia alguna, las pruebas diagnosticas estan indicadas exclusivamente en
pacientes sintomaticos, con objeto de minimizar los efectos de la presion antibiética al
administrar tratamientos innecesarios. En aquellos pacientes que si presentan
sintomatologia, la recomendacion es la de realizar en los casos positivos el andlisis de

resistencia a macrélidos, para ajustar la antibioterapia y resolver asi las infecciones (92).

Tal como ocurre en M. pneumoniae, las mutaciones asociadas a resistencia a ML se
encuentran en el dominio V del 23S rRNA, fundamentalmente en las posiciones 2058, 2059
y 2062 (numeracion de E. coli). Tradicionalmente, los estudios de resistencia se han llevado
a cabo por métodos caseros (218, 219), pero la situacion de riesgo actual ha fomentado la
aparicion de kits comerciales que permiten la deteccion del microorganismo y su patrén de
resistencia a macrélidos de forma simultanea (178). De forma similar, la resistencia a
guinolonas esta causada principalmente por mutaciones en los genes parC o gyrA (167), y
su deteccion tiene especial interés en aquellos pacientes con una cepa resistente a ML 0
gue presenten fracaso terapéutico tras tratamiento con moxifloxacino, para restringir los
tratamientos de tercera linea al menor numero de pacientes posible. El estudio de

resistencia a quinolonas se puede realizar también por técnicas caseras (164) o
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recientemente con la aparicién de kits comerciales Unicamente autorizados con fines de
investigacion (171, 172).

Los objetivos de nuestro estudio fueron:

1. Evaluar la utilidad de la pirosecuenciacion como técnica casera de dos pasos para
la deteccidn de resistencia a macrolidos en M. genitalium

2. Comparar la pirosecuenciacion, como técnica casera en dos pasos, con un reactivo
comercial en un solo paso

3. Estudiar la prevalencia de cepas resistentes a macrolidos y/o quinolonas en
nuestra area de influencia, dada la escasa informacién disponible sobre el tema en

nuestro pais.

Disefio del estudio

El estudio realizado consta de dos partes diferenciadas: una retrospectiva, en la que se
analizaron 234 muestras de M. genitalium positivas procesadas en el servicio de
Microbiologia en los afios 2016-2017 y una parte prospectiva de un afio de duracién
(diciembre de 2017 a noviembre de 2018) que incluyé 181 muestras con deteccion de M.
genitalium provenientes de los centros de Atencion a la Salud Sexual y Reproductiva
(ASSIR) de Badalona y Matar6 y de las unidades de VIH y ginecologia y obstetricia del
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol. Las 415 muestras totales provenian de
pacientes a los que se les habia solicitado un estudio de ITS, independientemente de que
se tratasen de pacientes asintomaticos, sintomaticos o contactos de estos Ultimos.

Informacion detallada en Tabla 1 del articulo.

El diagnadstico de M. genitalium se realizo mediante el ensayo de PCR en tiempo real Allplex
STI-7 Assay (Seegene Inc., Seoul, Korea), tras extraccion previa del DNA con las
plataformas Microlab NIMBUS (Hamilton Company, Reno, NV, EEUU) o STARIet IVD

(Seegene Inc., Seoul, Korea).

En aquellas muestras positivas, se estudié la presencia de mutaciones asociadas a
resistencia a ML mediante pirosecuenciacion, adaptando el procedimiento de Spuesens et
al. que habiamos utilizado previamente para la deteccion de resistencias en M.

pneumoniae (185) con los primers empleados por Jensen et al. (218).

Para evaluar la pirosecuenciacion como un método adecuado para la deteccién de
resistencia a ML en M. genitalium, se procesé un subgrupo de 100 muestras mediante el

kit comercial ResistancePlus® MG kit (SpeeDx, Sydney, NSW, Australia). Este kit ofrece la

136



deteccién simultdnea de M. genitalium junto a las 5 principales mutaciones asociadas a
resistencia a ML. Adicionalmente, se analiz6 la existencia de mutaciones relacionadas con
la resistencia a quinolonas mediante secuenciacién del gen parC. Ambos procesos se

llevaron a cabo en la Universidad de Burdeos, Francia.

Resultados vy discusidn

Un total de 415 muestras de 407 pacientes que requirieron diagnéstico de ITS fueron
positivas para M. genitalium mediante Allplex STI-7 assay en el periodo de estudio. La
mayor parte de las muestras (N=371) provenia de pacientes jévenes reclutados en los
ASSIR por el programa de vigilancia para monitorizar las infecciones por C. trachomatis en
los menores de 25 afios llevado a cabo en Catalufia desde 2007 (220). Esto implica que el
mayor volumen de muestras para estudio de ITS recibidas en el laboratorio pertenezca a

pacientes de este grupo de edad.

Entre los pacientes habia un 75.9% de mujeres (N=309) y un 24.1% de hombres (N=98).
La media de edad fue de 26.2 afios (rango de 16 a 68). La mayor proporcion de positivos
fue detectada en los individuos hasta 25 afios (N=199, 47.95%), seguido del grupo de 26
a 40 afios (N=158, 38.07%) y mayores de 40 afios (N=58, 13.98%).

Se realiz6 un registro de datos epidemiolégicos, sintomatologia y razén para solicitar un
estudio de ITS en 136/181 pacientes pertenecientes al estudio prospectivo, mostrando que
la mayor parte de los pacientes referian que, pese a estar asintomaticos, o eran contactos
de un paciente con una ITS o habian mantenido relaciones sexuales sin proteccién (N=70,
52%). Entre los pacientes sintomaticos, las manifestaciones clinicas mas frecuentes fueron
la uretritis (N=12, 9%) y la leucorrea (N=11, 8%). Informacién complementaria acerca de la

sintomatologia y datos epidemiol6gicos disponibles en la Figura 1 y la Tabla 2 del articulo.

Respecto a los factores de riesgo para padecer una infeccién por M. genitalium, nuestra
cohorte incluyé 38 pacientes infectados por VIH, de los cuales 36 (94.7%) eran HSH. La
mayoria estaban asintoméaticos (63.2%, N=24), pero entre los que referian clinica, la
proctitis (15.8%, N=6), la uretritis (13.2%, N=5) o la disuria (7.9%, N=3) fueron los sintomas
mas prevalentes. La positividad en muestras rectales fue superior en pacientes
asintomaticos que en los sintomaticos, tal como ocurrié en el estudio de Read et al. (91).
Cabe destacar que, en esta cohorte, M. genitalium fue el Unico patdgeno detectado en casi
la mitad de los casos (N=17, 44.7%).

En nuestro laboratorio se emplea una PCR multiplex con un panel sindromico de ITS que

permite la deteccion simultdnea de 7 patdgenos urogenitales (C. trachomatis, N.
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gonorrhoeae, M. genitalium, T. vaginalis, M. hominis, U. urealyticum y U. parvum) (221). Si
embargo, y de acuerdo con las guias actuales (92, 148), la deteccion de M. genitalium esta
Unicamente indicada en pacientes sintomaticos o en las parejas de pacientes infectados,
con el objetivo de evitar tratamientos antibiéticos innecesarios que den lugar a la
generacion de resistencias (222, 223). Se detectaron coinfecciones de M. genitalium con
otros agentes, como C. trachomatis (N=1, 2.6%), N. gonorrhoeae (N=3, 7.9%) o
Treponema pallidum por deteccidn serolégica (N=6, 15.8%, en uno de los casos junto a N.

gonorrhoeae).

Para ajustarnos a estas recomendaciones con la técnica multiplex que utilizamos en el
laboratorio, en el momento de realizacién de la parte experimental de esta tesis se
establecio un algoritmo de trabajo: dado que recibiamos un elevado nimero de muestras
de pacientes asintomaticos por los programas de vigilancia de CT en gente joven, en caso
de detectar M. genitalium, se consultaba la historia clinica del paciente. En caso de no
existir registros acerca de la presencia de sintomatologia o de que se tratase de la pareja
de un paciente positivo por M. genitalium, el resultado no quedaria reflejado en el informe
final. En la actualidad, el incremento del volumen de muestras recibidas (unas 300 al dia),
ha hecho que se instauren una serie de perfiles preconfigurados para que el clinico
solicitante especifique si se trata de un cribado en un paciente asintomatico (en este caso,
solo se informara el resultado de C. trachomatis y N. gonorrhoeae) o si, por el contrario,
solicita un diagndstico de infeccion de transmision sexual en un paciente con sintomas, en

cuyo caso se informard la presencia de M. genitalium si es detectado.

Otros microorganismos como Ureaplasma spp. o M. hominis se detectaron en el 31.6% de
los pacientes. De la misma forma, estos microorganismos se detectan mediante la PCR
multiplex de forma conjunta con los “verdaderos” causantes de ITS. Dado su patogenia
incierta y que el beneficio de su tratamiento es controvertido (224), la presencia de estas
bacterias se informa Unicamente en casos excepcionales para evitar la generacion de

resistencias.

En cuanto a la deteccion de resistencias antibidticas, de las 415 muestras positivas por
Allplex STI-7 para M. genitalium, 21 no tenian suficiente DNA para llevar a cabo el estudio,
guedando un total de 394 muestras. La deteccion de resistencia a macrélidos se llevé a
cabo por de la siguiente forma: por pirosecuenciacién (N=215), por el reactivo comercial
ResistancePlus® MG (N=79), o por ambos métodos en paralelo (N=100). Informacion

detallada en la Figura 2 del articulo.
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La pirosecuenciacion se empled como técnica principal en la deteccién de resistencia a
macrolidos, adaptando la técnica previamente utilizada en M. pneumoniae. Para asegurar
gue se trataba de un método robusto, se emplearon 6 muestras de referencia provenientes
de controles de calidad, cinco de ellas del Quality Control for Molecular Diagnostics
program (QCMD) y una del control de calidad de la Sociedad Espafiola de Enfermedades

Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC).

Como técnica comparativa, se empled el reactivo comercial ResistancePlus® MG, método
de un solo paso que permite la deteccién de M. genitalium y de las cinco mutaciones
asociadas a resistencia a macrolidos mas frecuentes (A2058G, A2059G, A2058T, A2058C
0 2059C).

Dado que ResistancePlus® MG ademas de detectar los patrones de resistencia identifica
la bacteria, en el grupo de muestras que se procesaron con ambas técnicas se comparo la
deteccion de M. genitalium con nuestra técnica de rutina, Allplex STI-7. La concordancia
entre ambas técnicas fue de un 87% (87/100). En los 13 casos discordantes en los que
ResistancePlus® MG no detecté M. genitalium mientras que Allplex STI-7 informé de su
presencia, se comprobd que no se trataba de falsos positivos por Allplex al realizar de
forma satisfactoria el andlisis del 23S rRNA para la resistencia a macrélidos por

pirosecuenciacion.

Por tanto, los falsos negativos de ResistancePlus® MG pueden explicarse por diversos
motivos, como una baja carga bacteriana o la pérdida de integridad del DNA por un ciclo
adicional de congelacion-descongelacién (ya que las muestras fueron procesadas por
Allplex y congeladas a -20°C hasta la realizacion de ResistancePlus® MG). Otra de las
posibilidades es que la diana de ResistancePlus® MG es el gen MgPa, mientras que la de
Allplez STI-7 es confidencial. Podria ser que la diana empleada por este Ultimo aportase

un extra de sensibilidad a esta técnica.

Respecto a la deteccion de resistencia a macrolidos, la concordancia entre ambas técnicas
se elevd hasta un 95.4% (83/87). Entre los cuatro resultados discordantes, una cepa
mutante detectada por pirosecuenciaciéon fue informada como negativa por
ResistancePlus® MG debido a una deteccion tardia (Ct >30), lo que corresponde a una
baja carga bacteriana. Desafortunadamente, esas cuatro muestras no pudieron ser

repetidas por volumen insuficiente.

En el caso de la pirosecuenciacion, 72 muestras presentaban mutaciones asociadas a
resistencia, siendo la mas prevalente A2058G (N=41, 56.9%), seguida de A2059G (N=27,
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37.5%), A2058T (N=3, 4.2%) y A2062T (N=1, 1.4%). Esta técnica es relativamente sencilla,
flexible, adaptable segun las necesidades de cada momento y de bajo coste (siempre que
tengas el equipamiento disponible), pero requiere un procesamiento manual mas

prolongado ejecutado por técnicos formados en la tecnologia.

Por el contrario, ResistancePlus® MG es adecuado para laboratorios con una alta carga
de trabajo, ya que incluye la deteccion de M. genitalium y resistencia a ML en un solo paso,
no requiere la adquisicion de equipamientos adicionales a los ya presentes en un

laboratorio clinico y permite trabajar con la rapidez requerida por las guias europeas.

Sin embargo, no todo son ventajas. Este ensayo detecta un set de 5 mutaciones en el RNA
23S asociadas a resistencia a macroélidos, por lo que no es adecuado para estudios
epidemiolégicos ni de investigacion al no poder distinguir entre ellas ni de detectar otro tipo
de mutaciones (diferentes a sus dianas o no descritas) que pudiesen estar presentes.
Ademds, no existe un control interno de amplificacién del gen 23S que asegure que la
amplificacién para la deteccién de resistencias se ha producido correctamente. Esto implica
gue el kit no puede distinguir entre la ausencia de mutacion y la ausencia de amplificacion
del gen 23S rRNA, lo que conlleva un riesgo de obtener resultados falsos de cepa
susceptible a macrélidos por falta de amplificacion del gen, tal como ya reportaron Le Roy
etal. (179).

La prevalencia de resistencia a macrolidos fue de un 23.1%, suponiendo un total de 91
muestras portadoras de una mutacion asociada a resistencia. El porcentaje de resistencias
se calcul6 para ambos periodos, observandose un ligero aumento en 2018 (26%) respecto

a los dos afios previos (22.2%).

El valor obtenido es similar a otros estudios realizados en nuestro pais (225-227),
ligeramente mas elevado que el 16.3% descrito en el Pais Vasco (228) e inferior al
reportado por Salazar et al. en el sur de Esparia (229), teniendo en cuenta que su cohorte
incluia un 25% de HSH respecto al 9.1% presente en la nuestra. Si nos centramos en
Catalunya, nuestra prevalencia es similar a la descrita por Mufioz Santa et al. en Lleida
(23%) (230), y se encuentra entre el 12.6% descrito por Lucena-Nemirosky et al. en la zona
Vallés Occidental (84) y el 36.1% reportado por Ferndndez-Huerta en el centro de
Barcelona (231). Ademas de la diferente localizacion geografica (y, por tanto, tipo de
poblacion de influencia), el primero se trata de un laboratorio de microbiologia que procesa
en su mayoria muestras de atencion primaria, mientras que el segundo es una unidad
especifica de ITS, lo que explica el elevado porcentaje en esa ubicacion. En nuestro caso,

nuestras muestras provenian en su mayor parte de atencién primaria pero también de la
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unidad de VIH de nuestro centro, lo que explica que nuestro valor sea intermedio entre los

dos reflejados anteriormente.

Ademads, si nos centramos en la cohorte de pacientes VIH, de los cuales el 94.7% eran
HSH, la prevalencia de resistencias fue del 73.7% (28/38), y la revision de historias clinicas
revelo la administracion de un tratamiento antibiético previo en el 19.8% de los casos, en
la mayoria de los casos un macrélido. Esta elevada tasa de resistencia es concordante con
el reportado por Barberd et al. en nuestra region (232), lo que demuestra que los HSH
tienen un mayor riesgo de adquirir cepas resistentes, y el estudio de Dionne-Odom et al.,
que describe una prevalencia de un 74.1% de M. genitalium multirresistente en HSH VIH
positivos en Alabama (233). A la vista de estos datos, el elevado riesgo de fallos
terapéuticos justifica la necesidad de realizar de forma simultanea la deteccién de M.

genitalium junto con el andlisis de resistencia a ML.

Respecto a la resistencia a fluoroquinolonas, la secuenciacion del gen parC revel6 un 3%
(3/100) de cepas portadoras de la mutacién Ser83(80)lle, mientras que las 97 restantes
eran genotipo wild-type. Ademas, las tres cepas resistentes a fluoroquinolonas poseian
también mutaciones de resistencia a macrélidos (cepas con resistencia dual),
correspondiendo en dos casos a dos hombres con uretritis y la tercera a una joven de 18
afios cuya primera muestra (recogida tras un tratamiento empirico extendido con
azitromicina) mostraba una mutacion A2059G/parC genotipo wild-type. Ante este
resultado, se pauté un tratamiento con moxifloxacino, y el test-of-cure reveld una cepa con
resistencia dual (A2059G/Ser83(80)lle) tras la terapia con la fluoroquinolona, lo que
demuestra la facilidad de adquisicion de resistencias en M. genitalium tras ser sometido a

presién antibidtica.

Nuestra tasa de resistencia a fluoroquinolonas es inferior al 8.8% descrito por Fernandez-
Huerta et al., Pifieiro et al. (un 7.9%, pero no todas las mutaciones incluidas en este valor
total tienen una implicacidon demostrada in vivo en la resistencia al tratamiento), de Salazar
et al. (9.1%) y Adelantado y Beristain (5.5%), respectivamente (171, 227-229). Sin
embargo, nuestros datos son concordantes con los valores de resistencia a quinolonas
reportados en el resto de las regiones europeas de la OMS, comparado con los territorios
del Pacifico Occidental (143).

Este estudio tiene diversas limitaciones. En primer lugar, nuestra poblacién de estudio
incluye tanto pacientes sintomaticos como asintomaticos. Este hecho puede afectar a los
valores obtenidos de resistencia a macrélidos o quinolonas, en comparaciéon con otros

estudios esparioles (229, 231). En segundo lugar, no fue posible procesar todas las
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muestras por pirosecuenciacién y ResistancePlus® MG simultaneamente. El haber
procesado Unicamente un grupo de 100 muestras para comparar ambos métodos es una
limitacion importante, pero nos aporta una vision clara de la utilidad de la pirosecuenciacion
para este fin. En ultimo lugar, solo se secuenci6 el gen parC para deteccién de resistencia
a quinolonas, por ser la regién genémica donde se encuentran de forma mas frecuente las

mutaciones asociadas al fallo terapéutico con moxifloxacino (167).

En conclusion, este estudio proporciona informacién valiosa sobre la prevalencia de
resistencias a macrolidos y quinolonas en M. genitalium en pacientes jovenes con riesgo
de ITS en Badalona, Espafia, pais en el que hay escasa informacién publicada sobre el
tema en comparacion con otras regiones europeas. La pirosecuenciacion, a pesar de ser
un método que requiere mas tiempo, es una herramienta de bajo coste y util para la
deteccién de resistencia a macrdlidos, util en estudios epidemiologicos y para el
descubrimiento de nuevas mutaciones. Dada la tasa de resistencias detectada en nuestra
area, la deteccion simultanea de M. genitalium y su patrén de resistencia a macrélidos,
utilizando técnicas caseras o comerciales, deberia implantarse en los laboratorios de
diagnéstico clinico. Esto permitiria mejorar el manejo de los pacientes al poder aplicar
estrategias guiadas por los patrones de resistencia, disminuyendo la proporcion de

fracasos terapéuticos y los costes totales del proceso.

Tras la realizacion de los estudios descritos anteriormente, podemos concluir que tanto en
M. pneumoniae como en M. genitalium, la utilidad de los métodos moleculares es de gran
valor, tanto en el diagnéstico de ambas especies (complementando otras técnicas si es
necesario) como en la deteccion directa desde muestra clinica de los genes asociados a
resistencia antibiotica. En la mayoria de los laboratorios clinicos no es posible la realizacion
de cultivo de estos microorganismos, y el tener la posibilidad de guiar el tratamiento del
paciente para conseguir la resolucion del cuadro clinico presentado es, hoy en dia, mas
gue recomendado a la vista de las tasas de resistencia obtenidas en ambos estudios. La
pirosecuenciacion se ha mostrado como una técnica versétil, adaptable y de bajo coste
gue permite la deteccion de mutaciones a demanda, en diferentes especies de
microorganismos y con multiples posibilidades. En todo caso, el empleo ya sea de esta
técnica casera (u otras), o bien de una comercial, complementa el abanico de pruebas
disponibles en los laboratorios de microbiologia clinica, aportando un valor afiadido a

nuestro trabajo en el dia a dia.

142



4. Conclusiones

Evaluacion de la utilidad de las técnicas moleculares en el estudio de Mycoplasma

pneumoniae:

1.

Las técnicas moleculares pueden ser herramientas valiosas para el diagnéstico de
M. pneumoniae, aportando una elevada sensibilidad y permitiendo el estudio de
brotes epidémicos mediante el tipado molecular de las cepas o la deteccion de sus

patrones de resistencia.

La PCR multiplex en la deteccion de M. pneumoniae es una herramienta que
incrementa la sensibilidad diagndstica, permitiendo identificar de manera
simultadnea otros patdgenos causantes de neumonia atipica, con el inconveniente

de considerar como pacientes infectados a los portadores asintomaticos.

El empleo conjunto de la serologia con la PCR aporta una sensibilidad y

especificidad éptima que mejora el abordaje diagnéstico de esta entidad.

El MLVA es una herramienta con alta capacidad de discriminacion util en la
evaluacién de los genotipos circulantes de M. pneumoniae durante los picos
epidémicos, permitiendo la deteccidén precoz de brotes causados por un genotipo

concreto.

El estudio de genotipos circulantes por MLVA nos permite la intercomparacion con
otros paises y regiones, conociendo en cada momento cudles son las cepas

circulantes.

La caracterizacion de cepas por esta metodologia no solamente se restringe a
estudios epidemioldgicos, si no que ha permitido la diferenciaciéon entre infecciones

persistentes o reinfecciones en los individuos estudiados.

La prevalencia de resistencia a macrolidos en nuestro territorio, a pesar de no ser
demasiado elevada (8%), debe ser un factor a tener en cuenta durante el manejo

terapéutico de los pacientes.

La capacidad de adquisicion de resistencia a macrélidos en M. pneumoniae por
presion antibiética ha demostrado ser preocupante, hasta el punto de que dos
Unicas dosis de azitromicina fueron capaces de inducir una mutacion asociada a

resistencia en uno de los pacientes estudiados.
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9. La ausencia de brotes detectados durante el estudio no permiti6 demostrar la
capacidad de diseminacion de las cepas resistentes. Sin embargo, en uno de los
pacientes con una cepa resistente a macrolidos, el Unico antecedente encontrado

fue un tratamiento previo a su hermano con este tipo de terapia.

10. A pesar de que los cuadros clinicos producidos por una cepa resistente se
resolvieron incluso con el empleo de macrélidos, la informacién acerca del perfil de
resistencia puede ser Util especialmente en si la evolucidn clinica es desfavorable

0 en aquellos casos de infeccion extrarrespiratoria.

11. La capacidad de adquisicidon de resistencia a macrolidos en M. pneumoniae por
presion antibidtica ha demostrado ser preocupante, hasta el punto de que dos
Unicas dosis de azitromicina fueron capaces de inducir una mutacion asociada a

resistencia en uno de los pacientes estudiados.

12. Dado que la infeccion se resuelve de forma espontanea en la mayoria de los casos,
seria necesario considerar de forma individualizada en el contexto de cada paciente

si el tratamiento antimicrobiano puede aportar algin beneficio concreto.

Aplicacion de técnicas moleculares al estudio de Mycoplasma genitalium:

13. La pirosecuenciaciéon ha mostrado ser un método robusto, de bajo coste y versatil,
gue permite su empleo en diferentes microorganismos o clases antibidticas,

adaptando el método de forma sencilla.

14. Esta tecnologia es util tanto para la rutina diagndstica, aportando el perfil de
sensibilidad o resistencia a los macrélidos, como a nivel epidemioldgico,
permitiendo la caracterizacion de las mutaciones en un area concreta y la deteccion

de nuevas mutaciones.

15. La adaptacion de la pirosecuenciacion como técnica casera en dos pasos para el
estudio de M. genitalium fue exitosa, mostrando una elevada concordancia con la

técnica comercial de un solo paso ResistancePlus® MG Kkit.

16. Los reactivos comerciales permiten su inclusion sencilla en las rutinas diagnosticas

de los laboratorios clinicos al no requerir ningun tipo de equipamiento adicional. Sin
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17.

18.

19.

embargo, su coste es mas elevado y solo permiten la deteccién de las mutaciones

gue tengan incluidas por defecto.

La prevalencia de mutaciones genéticas asociadas a resistencia a macroélidos
detectada (23%) justifica la necesidad de la realizacion de este tipo de estudios tras
el diagndstico de una infeccién por M. genitalium de forma rutinaria, especialmente

en el colectivo de HSH infectados por VIH.

La realizacion del andlisis de resistencia a macrolidos de forma rutinaria permitiria
la instauracion de estrategias de Resistance-Guided Therapy que mejorarian el

manejo de nuestros pacientes.

La prevalencia de resistencias a fluoroquinolonas detectada (3%) no es muy
elevada en el conjunto de muestras estudiadas. Sin embargo, las tres muestras
detectadas presentaban un patrén de resistencia dual, por lo que su realizacién
estaria indicada en los casos de fracaso terapéutico y para la monitorizacién

periddica de la situacién en nuestro area.
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Molecular diagnosis of Mycoplasma pneumoniae and macrolide resistance detection by pyrosequencing from

respiratory specimens in a Spanish Hospital
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OBJECTIVES

BACKGRO!

Mycoplasma pneumoniae is a prevalent pathogen of the human respiratory tract 1. Incorporate a molecular diagnosis technique as a complement of the serological
that causes community acquired pneumonia and can survive for a prolonged testing

period of time in the respiratory tract, with an unknown epidemiological 2. Evaluate the ML resistance in M. pneumoniae in our setting in comparison with
consequence. Although serological testing is widely used as a diagnostic method, the results described in other countries

molecular techniques offer a rapid and reliable alternative. Macrolides (ML) are
the firstline treatment. However, some ML-resistant genotypes have been RESULTS
described, with an increasing incidence fundamentally in Asia. This phenotype is

given by several point mutations in domain V of the 23S rRNA gene:
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The detection of ML resistance by pyrosequencing was performed in 74 samples,
with the following results:

73 strains not resistant genotype 1 strain ML resistant genotype A2063G
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CONCLUSIONS

v’ Molecular methods used in combination with serological tests can improve the
diagnostic of M. pneumoniae
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reciem. o) ¥ These methods may contribute to the understanding of its transmission and
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country.
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ND OBJECTIVES

M. ige is a primary path of the respiratory tract, causing community acquired 1. To test the presence of mutations associated to ML resistance in M. pneumoniae in our
pneumonia especially in the elderly and young people. In addition, it can survive for a setting.
prolonged period of time in the respiratory tract, with an unknown epidemiological 2. Toevaluate the influence of ML treatment in the induction of the resistant phenotype

consequence. Macrolides (ML) are the first-line treatment for this kind of infections. In

recent years, the increasing incidence of ML resistant M. pneumoniae strains, has been

reported worldwide, mainly in East-Asia, in contrast to our country. This phenotype is linked RESULTS
to the presence of punctual mutations caused by transitions or transversions in domain V of

the 23S rRNA gene, at positions 2063, 2064, 2067 and 2617.
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BACKGROUND RESULTS

M. pneumoniae is a primary pathogen that can survive for a prolonged period of time in the

WMLVA scheme Num. of strains

respiratory tract of infected patients. In recent years, the increasing incidence of macrolide 1 3r3/6i2- 1
(ML) resistant M. pneumoniae strains has been reported worldwide, especially after the gl{:ﬁg :
antibiotic treatment of the infection. ML resistance is linked to the presence of punctual 3/5/6/2 %0
mutations in domain V of the 23S rRNA gene, at positions 2063, 2064, 2067 and 2617. 351712 3
However, the epidemiological consequences in our area of those ML resistant strains are 3/6/6/2 1
not known. et 4i55/2° 2
4151612 4

4151712 70

OBJECTIVES s 2

41617127 2

1. To test the presence of mutations associated to ML resistance in our setting.
2. To genotype the strains using the MLVA methodology in order to understand its
epidemiological distribution in our area.

METHODS
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- 4/5/7/2 and 3/5/6/2 are the most common genotypes in our area.

-Both techniques have proved to be valuable tools for the M. pneumoniae
idemiological studies in our area.
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BACKGROUND and OBJECTIVES

Mycoplasma genitalium (MG) is a common cause of non-gonococcal urethritis and cervicitis. Macrolides (ML) are a
first-line treatment, but resistant strains have been noted worldwide. Resistance is given by several point mutations in
the V domain of the 23S rRNA, causing azithromycin failure or leading to resistance induction.

The goals of this study are:

1. To adapt a pyrosequencing technique previously used in M. pneumoniae (MP) to detect ML resistance in MG
2. To establish the current prevalence of resistant strains in our area.

METHODS

[ STI diagnosis workflow I

Nucleic acids
extraction (Microlab
Nimbus® IVD,
Seegene, Korea)

AlIPlex™ STI Essential Assay® Real Time PCR (Seegene, Korea)
@ If M. genitalium was detected

Macrolide resistance detection by pyrosequencing |

Cervical swabs

Urethral swabs

Anti-sense sequence Sense sequence

Recial swabs widtype: jrcmgggrccTcrrG > AGAAAGGCAGGGCAAC
1
L 120f W RS o [ ) | | ‘
K - E § T CGATCGATTCGSGATTCGA
- 5 10 5
5595 samples | Anti-sense sequence Sense sequence
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2017 . (
‘ rl: “ i 4 T
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study of Chl: i nmers from: 3 i A2059G: TCTTCCCGTCCCGIG >  AGAAGGGCAGGGCAAC
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risk behavior in young people <25 years y nc: % 25 I‘ L R O [ e l v
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= Molecular methods allow MG detection,

ST 3 3 providing a diagnostic approach in cases
| swabs 121 MG+ S474 VG which the usual pathogens are not isolated.
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% Deteccion de mutaciones asociadas a resistencia a macrolidos en
- | - . . . . Ve - .
Germans Trias i Pujol Mycoplasma genitalium por pirosecuenciacion en el area Metropolitana Norte de
Hospital Barcelona
Institut Catala de la Salut
Belén Rivaya'?, Victoria Gonzélez'34, Gema Fernandez', Maria Carrasco’, Elisabet Bascuiiana', Elisa Martr6'24, Lurdes Matas'#

U " B 1 Servicio de Microbiologia, Laboratori Clinic Metropolitana Nord, Dapartamento de Genética ¥ Microbiologia, Universidad Auténoma de Barcalona, Badalona.
2 Instituto de Investigacion Germans Trias i Pujol (IGTP), Badalona. Espafia.
Universitat Autdnoma 3 Centro de Estudios Epidemiologicos sobre fas ITSVIHISIDA de Catalufia. Agencia de Salud Piblica de Catalunya. Generalitat de Catalunya
deBarcelona 4 CIBER en Epidemiologia y Salud Pablica (CIBERESF). Madrid
5 ESCMID Study Group for Mysoplasma Infections (ESGMI)

INTRODUCCION

Mycoplasma genitalium (MG) es un patégeno de transmision sexual causante de entre un 10-35% de cuadros de uretritis no
gonocécica en hombres y asaciado con cervicitis y enfermedad inflamatoria pélvica en mujeres. El diagnéstico de eleccion de las
infecciones en MG es por métodos moleculares y el tratamiento de eleccién son los macrélidos (ML). Desafortunadamente, tal
como se habia descrito previamente en M. pneumoniae (MP), se han reportado cepas con mutaciones en el dominio V del 23S
rRNA que confieren resistencia a ML. Este fenotipo viene dado por transiciones o transversiones puntuales en las posiciones
nucleotidicas 2058, 2059 y 2062, que condicionan que el tratamiento con monodosis de 1g de azitromicina bien no sea efectivo o
bien lleve a la induccién de resistencias.
Los objetivos de este estudio son:

1. Puesta a punto de una técnica de pirosecuenciacién para detectar la presencia de mutaciones asociadas a resistencia a ML

en MG
2. Establecer la prevalencia actual de cepas resistentes en nuestra area de influencia.

MATERIAL Y METODOS

Circuito de diagndstico de ITS

e
=

PCR en tiempo real AllPlex™ STI Essential Assay® (Seegene, Korea)
‘ Si M. genitalium positivo

Exudado endocervical ~ Orina de a ¢ 8 a mac“&gﬁi
Exudado uretral Extraccién de acidos Wild type: TCTTTCCGTCCCGTTG - AGAAAGGCAGGGCAAC
Frotis rectal = Ll 1k N s

nucleicos (Microlab o . o
> Nimbus® IVD, Seegene, ] )

3183 muestras Korea) Pirosecuenciacion ERT LS TG AT 6 AT L
Julio-Diciembre 2016 | ;
15 muestras MG+ Estudio CT-ASSIR Nested PCR @ L
_ Primers de: Jensen J.S. (2012)* a >

Sec. reversa Sec, directa
S A2088G: TCTCTCCGTCCCG - AGAGAGGCAGGGC

"Estudio de prevalencia de la Infeccion por
i isy inantes de Bases en verde: wid type
conducta de riesgo en jovenes <25 afios” flases en rojo- mutaciones puniusles.

CONCLUSIONES

61 ex. endocervical

6 e ratres / Los métodos moleculares empleados proporcionan la
2 frotis rectal - S deteccion de MG, permitiendo el abordaje diagnédstico de
— e M cuadros clinicos en los que no se aislaba ninguno de los
resistencias )} U'CIOH %
- mutaciones [ patogenos habituales.
oot 83 (19.1%) ML

muestras v Las mutaciones asociadas a resistencia a macrélidos

0, .
3183 (2.6%) estan presentes en un elevado porcentaje de las cepas

muestras 55 cepas estudiadas (14.3%).
3100 wild type

ftetins / Este elevado porcentaje implica que el tratamiento

empirico recomendado actualmente (azitromicina 1g VO +
ceftriaxona 250mg IM) podria no ser efectivo en
. aproximadamente un 15% de estas infecciones, por lo
15 muestras MG+ Estudio CT-ASSIR que deberia valorarse la conveniencia de modificar esta
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Prevalencia de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma
genitalium y coinfecciones en gestantes <25 afios en Catalufia

Victoria Gonzalez Soler'24, Evelin Lépez-Corbeto'?, Belén Rivaya Sdnchez?3, Rossie Lugo Colén'?, Jordi Casabona Barbaral3#, Lurdes Matas
Andreu?3#, CT/NG Study Group®. *Centro de Estudios Epidemiolégicos sobre las ITS/VIH/SIDA de Cataluiia, Agéncia de Salut Publica de
Catalunya, Generalitat de Catalunya. ?Servicio de Microbiologia. Laboratori Clinic Metropolitana Nord. Hospital Universitari Germans Trias i
Pujol. Badalona, Barcelona. 3Universitat Autonoma de Barcelona. “CIBER de Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP), Barcelona. *Centros de
Atencidn a la Salud Sexual y Reproductiva (ASSIRS) de Cataluiia.

Introduccién:

Las infecciones de transmisidn sexual (ITS) contintian en aumento en nuestro entorno, especialmente la infeccién por Chlamydia trachomatis
entre mujeres en edad reproductiva y jovenes <25 afios. Las ITS se han asociado a efectos adversos en el embarazo y neonato. Actualmente,
Catalufia dispone de cribado prenatal universal de sifilis, VIH y hepatitis B y la incorporacion en 2018 de Chiamydia trachomatis y Neisseria
gonorrhoeae segun riesgo de la gestante. La comercializacion de pruebas moleculares capaces de detectar varios microorganismos causantes
de ITS en una sola muestra, brinda la oportunidad de valorar un diagnéstico precoz, minimizar el impacto y las secuelas en la salud materno-
infantil. La prevalencia de infeccién por Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae y Mycoplasma genitalium en mujeres embarazadas
no esta bien caracterizada en el grupo de gestantes jovenes en nuestro medio.

Obijetivos:

= Describir las caracteristicas epidemiolégicas de gestantes <25 afios

= Determinar la prevalencia de infeccion genital por Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae y Mycoplasma genitalium
= Medir la prevalencia de coinfeccion con los microorganismos detectados por una técnica de PCR Multiplex

Material y métodos: Estudio epidemioldgico
transversal en una muestra oportunista de
jovenes entre 16-25 afios, atendidos durante el
2016 en 24 centros de atencidn a la salud sexual
y reproductiva y 3 centros de atencién a los
jovenes de Catalufia. Se recogieron datos socio-
demogréficos, conductuales y clinicos de los
ultimos 12 meses mediante un cuestionario
epidemioldgico estandarizado y una muestra de
orina. Las muestras de orina fueron analizadas
en pools de 3 muestras utilizando la técnica de
PCR multiplex (Anyplex ™ [l STI-7, Seegene). A
partir de una muestra de 1032 joévenes, se
incluyeron un total de 81 embarazadas en el
presente andlisis. El andlisis descriptivo y de
estimacion de prevalencia se realizo utilizando el

Fig. 1 Prevalencia ITS en gestantes

W Chlomydia trachomatis

m Neisseriagonorrhoear

Mycoplasma genitalium

paquete estadistico SPSS v.19. Fig. 2 Coinfeccion de ITS en gestantes

)
Resultados:
Del total de 81 gestantes, la edad media fue de a0%
21,5 afios con un 42,0% de origen extranjero. El
96,3% eran heterosexuales, con una edad o =G
promedio de debut sexual a los 16 afios. Las sy ad
caracteristicas de conducta sexual declaradas 0% =CTUP
durante el afio previo al estudio fueron: tener S
una media de 2 parejas sexuales, relaciones ok
simulténeas en el 3,7% de los casos, el 39,5%
tuvo una interrupcion voluntaria del embarazo y o
el 9,9% declararon haber tenido una ITS previa. Chlamydia trachomatis Mycoplasma genitalivm
Un 9,9% tuvo una nueva pareja sexual en los 3 CT: Chiamydic trachomatis, NG: Neisseri G: italum, MH: Mycopiasma hominis, UP: Ureaplasma parvum
meses previos al estudio. La prevalencia
obtenida fue: 9,9% Chiamydia trachomatis, 2,5%
Neisseria gonorrhoeae y 2,5% Mycoplasma Conclusiones:
genitalium (Figura 1). Del total de muestras * Por primera vez se evidencia en Catalufia una elevada prevalencia de Chlamydia
positivas para las tres ITS de interés (n=10), el trachomatis y coinfeccién con otros microorganismos, especialmente Ureaplasma
50%  presentd  coinfeccion con  otro parvum en gestantes <25 afios.
microorganismo, siendo Ureaplasma parvum * La limitacién en el tamafio muestral y los datos encontrados, plantean la pertinencia de
(80%) el  microorganismo  concomitante realizar un estudio para valorar el cribado y diagndstico precoz de otras ITS en el
detectado con mayor frecuencia (Figura 2). seguimiento del embarazo.
Generalfat de Catalunya [l Genoria e Gy 5 Esegne = . cz6ez’esp (@"m '

’ Departament de Salut Agéncia de Salut Piblica de Catalunya  [HIBM Syl | Sida cc Cat = 3
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Mz Macrolide-resistant M. genitalium strains detected by

Germans Trias i Pujol
pital

oo pyrosequencing in a Spanish Hospital

UHB Belén Rivaya!, Gema Fernandez', Victoria Gonzalez' 22, Pep Coll”, Montserrat Serra*, Teresa Gémez®, Maria Nadales®, Nona Romanl!, Maria Carrasco!, Lurdes Matas'?

Universitat Autonoma Thticranioiogy Department, Laboratar Clinic Metiopolitana Nerd, Univaesity Hospial Germans Tnas 1 Pujol, Universitat Autbnoma da Barcelona, Badalona, Spain 26 al Studiss on STIs and AIDS in Catalor
de Barcelona Public Health Agency of Catalonia, Spain 3CIBER in Evke s/ i HUACH B OFE S R e Do ot i e s i Pujol, Badalona, Spain SPrimary Care Servi
IR Mataro, Mataro, Spain Bprima; IR Bacdalona-Sant Adria, Badalos pain "AIDS Research Instit University Hos mans Trias i Pujol, Badalona. Spain

CKGROUND and OBJECTIVES

Mycoplasma genitalium (MG) is a common cause of non-gonococcal urethritis and
cervicitis. Macrolides (ML) are a first-line treatment, but resistant patterns produced by
several point mutations in 23S rRNA cause azithromycin failure or lead to resistance
induction. 4302 samples
The goal of this study is to establish the current prevalence of resistant strains in our region
using the pyrosequencing method for detection

(Vieresb Nimbus:
i 110° wild type

STARIec VD, Soupan &

" strains

Routine
screening
for STls

20 witd type

| Br——

15 A2058G 26%
G e of resistant
strains

g M. genizollmvias dececced

o]

e O @l = CONCLUSIONS

Macrolide reslstance detection by pyrosequencing

Anti-sanca soq Sansasaquanca
TG ChLonG > NORARGecHsIeA

1. Molecular methods are fundamental to detecting MG infection,
providing a diagnostic approach in cases in which the usual
pathogens are not isolated.

4302 sl
December 2017-November 2018 036

21 MG positive samples CT-ASSIR Study
“Prevalence saudy of CHlumyid tndvamats infocion znd Amsez:
‘dezermirantsof ik behavtor m young, poople <25
rews ola”

2. Mutations associated with MLr are present in a high percentage of
the strains tested (26% in the prospectlve study). This implies that
t may not be effective in more than

a quarter of infections.

“Prealance scudy of € trachomas Infaction, M

3. Resistance tests should be performed following MG detection, in

e by Tk Wbl e —
A e o e pepind E order to adjust antibiotic therapy in symptomatic infections.
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e Macrolide resistance and clinical findings in

Germans Trias i Pujol

snkocasusesu M. genitalium in a Spanish university hospital

U"B e un Hao Wang’, Angels Avecilla®, Rosa Diaz®, Pep Coll’, Niria Grané?, Georgina Linar Victoria Gonzalez!27, Lurdes Matas?7

i Health
Universiat Autbnoma

deBarcelona

BACKGROUND and OBJECTIVES

Mycoplasma genitalium (MG) has reached clinical importance in recent years as an

remarkable etiological agent of non-gonococcal urethritis and cervicitis. Macrolides (ML) were 217% wild type
first-line treatment but the emergence of ML resistant strains cause treatment failures or lead strains
to resistance induction. In this context, 2016 European guideline on MG infections strongly

recommended molecular detection of macrolide resistance-mediating mutation, testing that is 307 MG+ samples X RS
not routinely performed in all laboratories. 60 resistant strains
(19.5%)

31 cervical swabs
The goal of this study is to establish the current prevalence of MG resistant strains in our 20 urines. (54 patients)
region and to describe clinical and epidemiological characteristics in relation to MG detection. S ursthral swabs

4 rectal swabs @
Variable Addn‘:"“'
/ Routine screening of STIs "\ e cat sescsen
Microlab Nimbusti Women 27

AllPlex™ STI Essential Assay” Real Time PCR (Seegene,
mm::::.’s..gm Kores) Gender Men 77
Age (average.years) 299
HIV Women 0
Men 12 (44.4%) MSM 8 (66.6%)
i Asymptomatic 16 (29.6%)
Symptoms Urethritis 11 (20.4%)
If M. geriealm was detectod ympl ST contact 4(7.4%)
Proctitis 3(5.5%)
rer S0 Pyrosequencng C. trachomatis 5
i l:> e assay SR N. gonorrhoeae 1
= T. vaginalis 1
" . paltidum 3 All cases Hiv+
[ fitiotreon R rins iy Previous ML treatment 9 (15%)
oA
sonsa sosuan s saquanes
Carvical swibe Azests: e > CONC LU S 10
Urethral swabs L s Ve | 2
Rectal swabs R ; : ; : ;i
s Adtsnaa, 1. Mutations associated with MLr are present in a high percentage of
Demographic and . v R the strains tested (19.5%).
clinical information TR R S R T
Written informed awsan | TCITACCOTERCS. 3 AGMATGGCAGOOE 2. According to the current guidelines and the findings showed,
consent -

Sl b k @ A W resistance tests should be performed following MG detection, in

order to adjust antibiotic therapy in symptomatic infections.

T
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Abstract 4606

Comparison of ResistancePlus MG and pyrosequencing for macrolide resistance detection in Mycoplasma
genitalium and evaluation of macrolide and fluoroquinolone resistance in Badalona, Spain

Belen Rivaya Sanchez*!, Chloé Le Roy?, Gema Fernandez Rivas'?, Cristina Casan', Victoria Gonzalez"*, Lurdes Matas Andreu"*,
Cécile Bébéar®, Sabine Pereyre’

*Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, Servei de Microbiologia. Laboratori Clinic Metropolitana Nord, Badalona, Spain, “Uni-
versity of Bordeaux, Department of Bacteriology, Bordeaux, France, *Universitat Autobnoma de Barcelona, Bellaterra, Spain,
“Centre d’Estudis Epidemiologics sobre el VIH/SIDA de Catalunya, Agéncia de Salut Pablica de Catalunya, Generalitat de Cata-
lunya, Badalona, Spain, *CIBER in Epidemiology and Public Health (CIBERESP), Madrid, Spain, *CHU de Bordeaux and Univ. Bor-
deaux, Department of Bacteriology, National Reference Center for bacterial STis, Bordeaux, France, “CHU de Bordeaux and Univ.
Bordeaux, Department of Bacteriology, National Reference Center for bacterial STls , Bordeaux, France

Abstract third-party references: Ayuda de la SEIMC

Background: Macrolides are the first-line treatment for Mycoplasma genitalium (MG) infections, but resistant patterns have
been described. Fluoroquinolones are the second-line therapy. Consequently, the 2016 European guideline has recommended
studying macrolide resistance-associated mutations in all cases where MG is detected. Several commercial kits have been
released lately. Our aim was to compare the clinical performance of the ResistancePlus MG kit (SpeeDx, Australia) with our in-
house methods. Additionally, macrolide and fluoroquinolone resistance prevalence was determined.

Materials/methods: A total of 100 MG-positive samples, collected at the Hospital Germans Trias y Pujol, Badalona, Spain, and
previously tested for MG by real-time PCR [Allplex® STI-?, Seegene) and pyrosequencing (Pyromark®, Qiagen) to detect macro-
lide resistance were further analyzed using the one-step ResistancePlus MG kit (SpeeDx, Australia), and tested for fluoroquino-
lone resistance by parC gene Sanger sequencing at the University of Bordeaux, France.

Results: Regarding MG detection, an overall agreement of 87% was obtained comparing both methods. Thirteen samples were
reported as negative by ResistancePlus MG but were detected with Allplex STI-7. Macrolide resistance prevalence was 64% in
our hospital according to pyrosequencing. Among the 87 MG-positive samples detected using the ResistancePlus kit, 83 results
were concordant with those obtained by pyrosequencing, showing an overall agreement of 95.4%. Three samples were reported
as not mutated by the ResistancePlus kit but harbored a 23S rRNA A20586 (E.coli numbering) mutation by pyrosequencing,
while the fourth sample was reported as mutated but was found wild-type by pyrosequencing.

Regarding fluoroguinolone resistance, 97 samples were wild-type for parC gene and 3 (3%) samples were resistant, harboring
a S80I mutation (E. coli numbering). These three samples also harbored an A2059G macrolide resistance-associated mutation.
Remarkably, one case corresponded to a second sample from a MG-positive patient that was initially found macrolide-resis-
tant and fluoroquinolone-susceptible. After azithromycin and moxifloxacin treatment failures, the test-of-cure sample harbored
both A20596G and S80I mutations.

Conclusions: The ResistancePlus MG SpeeDx is easy to use and showed a good correlation with pyrosequencing for mutation
detection. Macrolide resistance is high in our area whereas fluoroquinolone resistance remains low. However, fluoroquinolone
resistance should be studied in cases of moxifloxacin treatment failure.

Presenter email address: belenrivaya@gmail.com
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EPIDEMIOLOGIA

Mycoplasma pneumoniae és un patogen primari ex-
clusivament huma i de distribuci6 universal que cau-
sa infeccié respiratoria en individus de totes les edats.
Es considera que és el responsable del 15-20% de les
pneumonies adquirides a la comunitat i el segon agent
causal d'infeccions de les vies respiratories altes per
darrera del virus Influenza.

Les infeccions es presenten en cicles epidémics cada
3-5 anys, es donen durant tot I'any, perd predomi-
nantment al'estiuia la tardor. La transmissio del bacte-
ri es produeix de persona a persona, principalment en
nens i adolescents i per via aéria en forma d‘aerosols.
Atés que és un microorganisme que presenta una gran
sensibilitat als canvis de temperatura i humitat, es re-
quereix una exposicié intensa amb contacte intim.
Aixo explica el seu paper com a productor de brots en
escoles, institucions o intrafamiliars.

Per una altra banda, s’ha demostrat que pot persistir
durant un temps variable a la mucosa nasofaringia
després de la resolucié del quadre clinic. Alguns es-
tudis plantegen la possibilitat de que els pacients es
comportin com a portadors asimptomatics, facilitant
aixi la transmissié del microorganisme.
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Les tres treballen en el Servei de Microbiologia i Parasito,
de I'Hospital Universitari Germans Trias i Pujol

La incidéncia de la infeccié respiratoria és variable, de-
penent fonamentalment de la edat de I'individu, de tal
manera que els nens de menys d'un any d'edat son els
que fan més infeccions asimptomatiques, el grup de
nens de 3-5 anys el que fan més malaltia, i al mig de
ambdds grups es troben els nens de 6-12 anys. També
s'ha observat que en nens menors de 3 anys la infeccié
respiratoria afecta principalment al tracte respirato-
ri superior i entre els 5-20 anys sén més freqiients els
casos de bronquitis i pneumodnia, encara que tots els
grups d'edat son susceptibles. En adults la pneumonia
és el quadre més comu.

PATOGENIA | IMMUNITAT

La citoadheréncia a I'epiteli ciliat bronquial de I'hoste,
es considera el principal factor de viruléncia i el pas
essencial per linici del procés infecciés. Dos minuts
després de la inhalacié, i gracies al seu moviment per
reptacié sobre les superficies, el micoplasma arriba a
les cél-lules ciliades del tracte respiratori, i procedeix
a adherir-s'hi. Aquesta uni6 es realitza mitjangant un
organul amb forma de punxa, format per un conjunt
de proteines i adhesines, sent la proteina P1 la més
important. Sense aquesta proteina el microorganisme

~
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Mycoplasma pneumoniae és I'espécie humana
' més coneguda i més estudiada de tots els mico-
¥ plasmes existents. Es unade les pr;}upals cau-
¥ sesdela pneumonia adqulri en la comunitat.
- El terme micoplasma va sorgir en la década de
- 1950 i significa “mykes” (fong) i “plasma” (for-
mat) en grec. Esvaaillar per primera vegada per
Eaton et al. (1944) en cultiu de teixits de I'esput
d’un pacient amb pneumonia atipica primaria,
pel que també és conegut com agent d’Eaton.
No obstant aixo, fins a la decada de 1960, no
s'identifica clarament com un bacteri. Es un
. patogen extracel-lular que pertany a la familia
Mycoplasmataceae de la classe Mollicutes, qué
es caracteritza principalment per la caréncia de
paret cel-lular i per ser d microorganisme més

» 1’.

els porus de 0.45 pm dels filtres (a diferéncia
de la resta de bacteris). La classe Mollicutes ha
- evolucionat a partir de cél-lules de tipus Clostri-
dium, mitjancant successives delecions geneti-
ques, fins les cél-lules actuals que presenten re-
queriments nutricionals especifics i tenen una

mida menor que la majoria de bacteris.
El seu genoma és un dels més petits que es co-
neixen (consta de 816.394 bp i 687 gens codifi-
cadors de proteines) i per aixo, disposa d'una
* escassa dotaci6 de vies metaboliques que el fan
7 ser totalment dependent de la aportaci6 exo-
ena. Presenta una intima relacié microorga-
nisme-hoste, que es manifesta com parasitisme
de superficie amb les cél-lules dels epitelis del
tracte respiratori i cél-lules del sistema immuni-

perdria la seva adhesivitat i per tant, la seva capaci-
tat patdgena. Una vegada establerta la uni6 entre el
micoplasma i les céllules de I'epiteli, el bacteri secre-
ta i introdueix a la cél-lula peroxid d'hidrogen, anié
superodxid i la “Toxina de la Sindrome d'Insuficiéncia
Respiratoria Adquirida a la Comunitat” (toxina CARDS).
Aquesta toxina CARDS, es va descobrir a I'any 2006 i
és un potent inductor de la inflamaci6 exagerada i
prolongada, que provoca dany tissular, estrenyiment
de les vies respiratories, hipersecrecié de moc, sibilan-
cies i tos. Els efectes citopatics causats per |'alliberacié
d'aquests productes metabolics toxics son la pérdua
de l'activitat dels cilis i la destruccié final del conjunt
de céllules de la capa epitelial.

La resposta inflamatoria local es causada per les lipo-
proteines de la membrana cellular de M. pneumoniae
que activen i indueixen de forma directa la produccio
de citoquines a partir dels leucocits de sang periférica,
cél-lules epitelials respiratories, mondcits, macrofags
i pneumacits tipus Il dels alvéols pulmonars, formant
un infiltrat cel-lular inflamatori peribronquial i perivas-
cular. Dintre de linfiltrat limfocitari, els micoplasmes
opsonitzats pel complement i els anticossos son pos-
teriorment fagocitats pels macrofags activats, limitant
el creixement del microorganisme.

petit de vida lliure, fet que li permet travessar -

externa molt

o
tari. Al contrari que els virus, els micoplasmes
creixen en medis acel-lulars, contenen ARN i.
ADNies leldelxen per fissio binaria.
Moltes de les caracterlsthues de M. pneumo-
niae son degudes a l'abséncia de paret cel-lular
(tenen una membrana plasmatica trilaminar
formada per proteines, lipids ifesterols), ¢
ara la resisténcia intrinseca als antlblor
B-lactamics (penicil-lines, cefalosporines, car-
bapenems) i glicopéptids (vancomicina), que
no es puguin tenyir mitjangant la tincié de
Gram, i la seva elevada sensibilitat als canvis
de tensié osmidtica, pH i temperatura i*pre-
sencia de detergents. També pres!hten una
gran plasticitat cel-lular, ja que la membrana
trilaminar, li permet adoptar diferents formes
(polimorfisme): coccoide, cocobacilar, filamen-
tosai/o estelada. M. pneumoniae és un patogen
molt exigent que pot créixer en medis de cul-
tiu, pero presenta requeriments nutricionals
complexes (sérum de cavall, glucosa i extracte
de llevat fresc). El seu creixement és lent (6-7
dies, arribant en alguns casos als 20 dies) per
la qual cosa, el diagnostic de les infeccions per
M. pneumoniae es realitza tradicionalment mi-
tjancant tecnlques serologiques. En els cultius
amb medi liquid micoplasma no enterboleix:
el medi i en medi solid amb agar déna lloc a
colonies petites, groguenques, esfériques i
granuloses incloses en el medi i amb una capa
rima. Es necessari recorre al mi-
croscopi estefeoscopic per observar les seves
colonies en forma de méra. 1

Mycoplasma pneumoniae és capag d'evadir el sistema
immune. Aquest fet podria ser degut a que I'adhesina
P1/P2 posseeix gran variabilitat antigénica per una
alta taxa de recombinacions genétiques, que impe-
deixen una resposta immune especifica tipus IgG de
memoria. Per aquesta rag, laimmunitat protectora ge-
nerada per lainfeccié és de duraci6 limitada.

Estructura cel-lular
de M. pneumoniae

DNA
Metabolite

Ribosome
Lipoproteinmembrane Soluble protein Soluble protein
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P1.Phos (+7)
P9o(?)
Pao(?)

Wheel-ike ~Filamentous network
structure
[ Electron-dense.

<

P65, Phos (+)
P3007)

HIIWT. Phos (+)
HMW2. Phos (+)
HMW3. Phos (+)

(7 EFTu. Phos (+)
) Pyruvalo dohydrogonaso. Phos (+)
) Dnak. Phos (+)

Per una altra banda, els glicolipids i adhesines del bac-
teri presenten una alta homologia amb els teixits dels
mamifers, fet que afavoreix les reaccions d'anticossos
creuades, i el desenvolupament d'esdeveniments au-
toimmunes. A la primoinfeccié es pot detectar una res-
posta immunitaria rapida amb produccié dfalts nivells
d'anticossos, primer de tipus IgM i tot seguit d'lgG a les
dues setmanes; les primoinfeccions es donen sobretot
en la poblacié infantil, ja que la poblacié adulta gene-
ralment ha estat infectada préviament. Aixi, en la primo-
infeccié s'aconsegueixen nivells maxims d’ anticossos
(IgG/IgM) a les 3-6 setmanes, mentre que en les rein-
feccions, hi ha una elevada resposta d'lgG i produccié
d'lgA. Els anticossos IgA es produeixen de manera més
precog que els IgM, arribant a nivells elevats i disminuint
abans que les altres immunoglobulines. Per aquesta
rad, alguns estudis plantegen que aquests anticossos
podrien ser el millor indicador a les infeccions recents
en tots els grups d'edat.

Per tant, el coneixement de la resposta immunologi-
ca desenvolupada a I'hoste, tindra rellevancia a I'hora
d'escollir les técniques diagnostiques adequades que
ens permetin detectar tots els casos.

MANIFESTACIONS CLINIQUES

Mycoplasma pneumoniae produeix infeccions del tracte
respiratori, tant del tracte respiratori superior (TRS), com
de l'inferior (TRI), de forma simultania o seqtiencial a les
2-3 setmanes postinfeccié. A més de tot aixo, pot causar
manifestacions extrapulmonars per diversos mecanis-
mes:

1. Manifestacions pulmonars:
A nivell del TRS, cal destacar que els simptomes sén
molt inespecifics: febricula, cefalea, mialgies, faringi-
tis, rinitis, otitis, miringitis bul-losa, traqueobronquitis
(amb tos no productiva)...
En canvi, a nivell del TRI cursa fonamentalment amb
pneumonia, perd amb presentacié clinica i radioldgi-
capeculiar: a nivell clinic, podem trobar febre més ele-
vada, tos de tipus “pertusoide” i dispnea en els casos
greus. La simptomatologia va lligada a una radiologia
molt inespecifica, sense observacié de les tipiques
condensacions que trobariem en una pneumonia
classica, produint el que es coneix com a dissociacio
clinico-radioldgica. Per aquest motiu, aquesta entitat
s'anomena pneumonia atipica primaria.
El quadre clinic varia també en funcié de l'edat de
I'individu, podent oscil-lar des de la bronquiolitis en
nens petits a una pneumonia greu en ancians que re-
quereix hospitalitzacié, i que, en cas d'alteracions del
sistema immunologic, pot desenvolupar una infeccié
respiratoria greu i fulminant.
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2. Manifestacions extrapulmonars:

Aquest tipus d'esdeveniments es produeixen en el

7-25% de casos, abans, durant o després del quadre

respiratori, o fins i tot, sense cap clinica respiratoria.

Poden afectar a qualsevol organ, i la gravetat és

major que en les pulmonars, ja que es postula que

depenen d'una resposta autoimmunitariai de la dis-
seminacié hematogena del bacteri amb invasio de
teixits.

Les manifestacions extrapulmonars poden classifi-

car-se segons el mecanisme de produccié a nivell de

|'drgan dianaen:

» Manifestacions de tipus directe: les lipoproteines
de M. pneumoniae estimulen la produccié de ci-
toquines al teixit diana (causant inflamacié i afa-
vorint la disseminacié hematogena del bacteri per
les fissures produides pel TNF-a en les unions late-
rals de les cél-lules danyades de I'epiteli respiratori.
Manifestacions de tipus indirecte: produides per
reaccions creuades entre els components bacte-
rians i les cél-lules humanes, o per deposit d’im-
munocomplexos (per exemple, la sindrome de
Guillain-Barré).

Manifestacions vasculars: oclusi¢ vascular. M.
pneumoniae indueix vasculitis o trombosi, o totes
dues, amb o sense estat d'hipercoagulabilitat sis-
témica, que donen lloc al procés patologic en el
teixit diana.

Aquests tres tipus de mecanismes no sén excloents entre
si, es poden donar els tres simultaniament en el mateix
organ (veure Taula 1: Manifestacions extrapulmonars).

DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIC

Com ja s'ha comentat préeviament, hi ha diferents fac-
tors que dificulten l'aillament de M. pneumoniae de
mostres respiratories, perod el principal és que el seu
cultiu requereix medis de cultiu complexes, que con-
tinguin esterols, acids grassos, aminoacids i daltres
compostos que satisfacin els seus requeriments nutri-
cionals. A més, han de incloure penicil-lina per inhibir
el creixement d'altres bacteris. La seva elaboraci6 és la-
boriosa i requereix de controls de tots i cadascun dels
seus components. Aquest fet i la seva baixa sensibilitat
fa que avui dia pocs laboratoris dlinics realitzin el cultiu
com métode de diagnostic de les infeccions per mico-
plasma.

Degut a la facilitat de recollida de les mostres i a la
disponibilitat de multiples proves, la serologia ha es-
tat la principal eina diagnostica per detectar M. pneu-
moniae. Aquest microorganisme posseeix a la seva
membrana externa antigens proteics i glicolipidics
que generen una resposta d'anticossos en els indivi-



Manifestacions extrapulmonars produides per Mycoplasma pneumoniae

Sistema hematopoeétic  Anémia hemolitica (assoclada a coaglutinines), purpura trombotia trombodtopénica

Meningoencefalits, paralisl ascendent (sindrome de Gulllain-Barré), neuritis optica, paralisi denervis cranials, ataxia, psicosi

Pell

Erupcid eritematosa papular o vesicular, sind. de Stevens-Johnson

Mialgles, artralgies | poliartropatias. Artritis séptica (en @sos d'hipogammaglobulinémia)

Cardiac Pericarditis, miocarditis | vessament pericardic

Glomenulonefiitis, nefropatia IgA, nefritis tubulointerstidial

Gastrointestinal Vomits, diarrees, hepatitis colestasica | pancreatitis

0tc: otitisextema, mitjanal miringitis
Muscular: rabdomiolisl

Qptic: conjuntivits, uveits anterlo,retinitis I neurtls dptica

Genital: abscessos tub-ovarics

dus infectats. La proteina P1 és la principal diana de la
resposta d'anticossos i és també |'antigen més utilitzat
en les técniques serologiques.

En el pacient immunocompetent es produeix una res-
posta rapida d‘anticossos que arriba al seu maxim va-
lor als 21-40 dies, per disminuir posteriorment i persis-
tir durant mesos o anys. Per tant, el criteri de referéncia
de molts autors pel diagnostic de la pneuménia per M.
pneumoniae és la demostracié de seroconversid, es a
dir, d'un increment d’ almenys quatre vegades el titol
d‘anticossos en mostres de sérum aparellades: la pri-
mera mostra obtinguda a la fase aguda de la infeccié
i la segona a la fase de convalescéncia (a les 3 setma-
nes). Ambdues mostres han de ser treballades simul-
taniament en paral-lel per poder determinar si existeix
variacio en el titol d'anticossos. Les técniques serologi-
ques disponibles sén:

Fixacié del complement (FC): Les primeres determi-
nacions de la resposta immunolodgica especifica en-
front a M. pneumoniae es van realitzar amb aquesta
técnica, utilitzant com antigens, be un extracte glico-
lipidic o be I'extracte bacteria complert. La FC detecta
indistintament 1gG com IgM. La sensibilitat i especifi-
citat s6n variables, pero els valors predictius positius
i negatius sén baixos. Els inconvenients d‘aquesta
técnica sén la possibilitat de reaccions creuades amb
antigens glucolipidics d'altres espécies de micoplas-
ma, la necessitat de personal especialitzat i la manca
d'estandarditzacio.

Técniques d’aglutinacié de particules sensibilitza-
des: Fan servir un suport de particules de latex, hematies
o gelatina (les més utilitzades a l'actualitat), recobertes
per una barreja d'antigens especifics de M. pneumoniae.
Detecten conjuntament anticossos IgGi IgM. La tecnica
d'aglutinacio de particules de gelatina utilitza I'antigen
P1 del bacteri i permet una quantificacié en base a un
banc de dilucions a partir d’ 1/40. Es considera un resul-
tat positiu significatiu quan es demostra un increment
de al menys quatre vegades el titol d'anticossos (demos-
tracioé de seroconversié). Titols >1/160 en una mostra
unica de lafase aguda no son concloents i permeten tan
sols un diagnostic de probabilitat.

Per tal d'aconseguir una maxima sensibilitat, es reco-
mana realitzar la determinaci6 en dos mostres seriades.

Técnica d’enzimoimmunoanalisis (EIA): Es la técni-
ca més utilitzada en tots els laboratoris clinics. Exis-
teix una amplia varietat de reactius comercialitzats en
base a preparats antigénics diversos, com la barreja

d‘antigens crus, les proteines purificades, glucolipidics
purificats o péptids sintétics. La presentacié també pot
variar en técniques de captura-y, microplaca o en su-
portde membranes per a la deteccié d'IgM o deteccié
conjunta d'IgG i IgM, per aquesta Ultima presentacio.
En qualsevol cas, per tenir una bona sensibilitat diag-
nostica amb les técniques de EIA, es necessari disposar
d’una mostra de serum del periode de convalescéncia.

Técniques moleculars: La facil manipulacié de les
técniques de PCR convencionals o a temps real i
I'existéncia de reactius comercials per detectar M.
pneumoniae, individual o conjuntament amb altres
bacteris productors d'infeccions respiratories al mateix
temps (técniques multiplex) ha contribuiit a la seva in-
troduccié en la rutina de molts laboratoris clinics, fins i
tot en estudis epidemioldgics poblacionals que tradi-
cionalment es basaven en el diagnéstic microbiologic
indirecte. La diana escollida per a la majoria de les téc-
niques de PCR (tant casolanes com comercials) és lare-
gi6 P1 de I"adhesina, perd també s'utilitzen altres com
el gen 16S ARNF, el gen ATPase operon gene, el gen tuf
o l'element repetitiu repMp1 i, més recentment, el gen
que codifica la toxina CARDS.

Les principals avantatges d'aquestes técniques son
la seva elevada sensibilitat, especificitat, i rapidesa,
amb la possibilitat d'obtenir resultats en el mateix dia.
Els millors rendiments de PCR s'obtenen en mostres
d‘aspirat o exsudat nasofaringis preses amb escovill6.
La persistencia de micoplasma a nivell nasofaringi des-
prés del tractament antibiotic, ha suggerit la necessitat
de quantificar i delimitar un nimero de copies/mL que
permeti diferenciar la infeccié clinica de la colonitzacié
residual.

TRACTAMENT

La majoria de quadres clinics produits per M. pneu-
moniae solen ser autolimitats, i es poden resoldre de
manera espontania sense necessitat de tractament
antibiotic. Tal i com hem destacat préviament, els mi-
coplasmes no tenen paret cellular, fet que els conver-
teix en bacteris resistents a tots aquells antibiotics que
afecten a la mateixa (betalactamics i glicopéptids). Per
aquesta rad, en aquells casos més greus en que és ne-
cessari una terapia antimicrobiana, els macrolids sén
el tractament d'eleccid, i com alternativa, quinolones i
tetraciclines. El problema és que ambdds tractaments
alternatius estan contraindicats en nens (les quinolones
per toxicitat articular i les tetraciclines per poder causar
calcificacions de teixits en nens menors de vuit anys).
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Diagnostic de la infec-
cid per M. pneumoniae

amb técniques serologi-
ques d'aglutinacio de
particules de gelatina.
Anticossos IgM
Anticossos IgG
Particules de gelatina

sensibilizades amb anti-
gens de M. pneumonide

Per una altre banda, en els ltims anys shan descrit a nivell
mundial soques resistents a macrolids, majoritariament en
Asia. A Japé, dades recents suggereixen que aquests ailla-
ments shan estés des de I'any 2000. La resisténcia a macrolids
ve donada per la preséncia de mutacions puntuals en el do-
miniV de 23S rRNA, que causen resisténcia d‘alt o baix nivell.
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