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Resumen 

La presente Tesis doctoral, con título “Aportaciones moleculares al estudio de las 

infecciones causadas por Mycoplasma pneumoniae y Mycoplasma genitalium”, se basa en 

el desarrollo y optimización de métodos moleculares para el estudio de resistencias 

antibióticas en las especies del género Mycoplasma. 

Las bacterias de este género pertenecen a la clase Mollicutes, y son el grupo de 

microorganismos procariotas más pequeños de vida libre y capacidad de división 

autónoma. Una de sus principales características es la de carecer de pared celular, hecho 

que impide su visualización microscópica a través de la tinción de Gram, y que condiciona 

las terapias empleadas en su tratamiento, ya que muchos de los antibióticos disponibles, 

como son los betalactámicos o los glucopéptidos, basan su mecanismo de acción en la 

interrupción del proceso de síntesis de la pared bacteriana. 

Su cultivo es extremadamente complejo y laborioso, quedando limitado a centros 

especializados. Esto hace que el diagnóstico por cultivo bacteriano no sea una opción 

viable para las patologías causadas por este género, teniendo que recurrir a técnicas 

alternativas tanto de diagnóstico directo, como la amplificación del genoma mediante PCR 

(reacción en cadena de la polimerasa), como indirecto por serología, basada en la 

detección 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 antibiótica, por lo que el tratamiento a pautar es empírico en la mayoría 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 patología humana: 

Mycoplasma pneumoniae y Mycoplasma genitalium.  

Mycoplasma pneumoniae es un patógeno exclusivamente humano que provoca diferentes 

cuadros clínicos, siendo la neumonía la de mayor interés. Se estima que, a niveles 

endémicos, M. pneumoniae causa de un 4-8% de neumonías adquiridas en la comunidad 

(NAC). Este porcentaje se eleva hasta un 20-40% en los picos epidémicos en la población 

general, afectando mayoritariamente a niños, 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.  



6 
 

Su diagnóstico microbiológico ha sido y es generalmente serológico, lo que implica que no 

es inmediato, ya que el sistema inmune requiere que la infección lleve unos días de 

evolución para poder generar anticuerpos específicos frente al microorganismo en 

cuestión. Por este motivo, se han desarrollado métodos moleculares que permiten la 

detección del DNA del patógeno por PCR, mejorando la sensibilidad y la rapidez 

diagnóstica. Sin embargo, M. pneumoniae puede permanecer durante periodos 

prolongados de tiempo en la nasofaringe del hospedador una vez resuelta la infección (en 

forma de portador asintomático), por lo que la interpretación de los resultados puede ser 

compleja. 

Existen también otras técnicas moleculares que permiten el tipado molecular de 

microorganismo, útiles en el estudio epidemiológico de las cepas circulantes durante los 

brotes cíclicos 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). Además, la realización de este tipo de estudios permite explicar la clásica 

aparición cíclica de casos, dado que los cambios observados en algunas proteínas del 

microorganismo hacen que los anticuerpos generados en una primera infección sean 

ineficientes para impedir reinfecciones posteriores. 

Como hemos referido anteriormente, los micoplasmas carecen de pared celular, lo que 

hace que sean intrínsecamente resistentes a numerosos antimicrobianos. El tratamiento 

de primera línea para las infecciones causadas por M. pneumoniae son los macrólidos y 

ketólidos, como la azitromicina o la claritromicina, respectivamente. Entre los macrólidos, 

la azitromicina es preferible respecto a la eritromicina por su mejor tolerabilidad, posología 

y menor duración de tratamiento, y de hecho es el tratamiento de elección. 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 antibiótico, que permite cubrir de forma empírica muchos de los microorganismos 

causantes de infección respiratoria (micoplasmas, clamidias, neumococo, Legionella sp. o 

Moraxella catarrhalis). Sin embargo, en la población infantil están, a priori, contraindicadas, 

por su potencial toxicidad en los cartílagos en desarrollo. Del mismo modo, las tetraciclinas 

no están recomendadas en niños menores de 8 años por los daños que causan en el 

esmalte dentario en esta franja de edad. 

Diversos estudios habían descrito la generación de cepas resistentes a macrólidos tras la 

exposición a estos antibióticos in vitro, pero no fue hasta principios de los años 2000 

cuando se reportó en Japón la aparición de las primeras cepas resistentes a macrólidos in 

vivo. Desde ese momento, estas cepas se extendieron ampliamente por toda Asia, donde 
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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 empírico. En 2014 se describió el primer caso de resistencia a macrólidos en 

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

La otra especie de gran interés por su patología en el ser humano es Mycoplasma 

genitalium. Esta bacteria es un patógeno de transmisión sexual directamente relacionado 

con cuadros de uretritis no gonocócica (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 clínicas de salud sexual. No solo afecta al sexo masculino, sino que en mujeres está 

relacionado con cuadros de cervicitis, enfermedad inflamatoria pélvica, partos pretérmino 

y aborto.  

A diferencia de M. pneumoniae, la serología tanto en M. genitalium como en el resto de 

micoplasma urogenitales no constituye una opción válida, ya que la ubicuidad de muchas 

de las especies hace que la interpretación de los títulos de anticuerpos sea compleja, y la 

existencia de estos (sin otra prueba complementaria positiva) no es significativa. Por este 

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

Tal como referíamos para M. pneumoniae, los macrólidos (azitromicina) han sido 

ampliamente utilizados como tratamiento de primera línea para las infecciones causadas 

por M. genitalium, con las quinolonas (moxifloxacino) como terapia de segunda línea. 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 transmisión 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 erradicación de las infecciones. Por este 

motivo, la pristinamicina se ha establecido como tratamiento de tercera línea para 

pacientes con fracaso terapéutico con macrólidos 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 años y que plantea un esquema de tratamiento guiado por la detección de la 

presencia de resistencias previa instauración de la terapia antimicrobiana.  
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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 aportación de los métodos moleculares aplicados 

a M. pneumoniae, en el marco de un proyecto tipo FIS (Fondo de Investigación Sanitaria) 

del Ministerio de Economía y Competitividad, titulado “Nuevas aproximaciones moleculares 

al estudio epidemiológico, patogénico y diagnóstico de las infecciones respiratorias 

causadas por Mycoplasma pneumoniae” (PI12/02298). Este proyecto consistió en un 

estudio prospectivo transversal de cuatro años de duración para profundizar en el 

conocimiento de la epidemiología, patogenia y diagnóstico de las infecciones respiratorias 

adquiridas en la comunidad causadas por M. pneumoniae en niños y adultos en el área 

sanitaria del Barcelonés Norte de Cataluña.  

La técnica de elección para el diagnóstico de M. pneumoniae durante muchos años y en la 

mayoría de los laboratorios clínicos ha sido la serología. Las técnicas de PCR en tiempo 

real son relativamente recientes y no están disponibles en todos los centros. En esta tesis, 

se evaluó la utilidad diagnóstica y el significado clínico de la detección de M. pneumoniae 

en muestras respiratorias por PCR en tiempo real, en relación con la detección de 

anticuerpos específicos por serología, método utilizado de forma habitual en el laboratorio. 

La concordancia entre ambos métodos diagnósticos fue del 76%, mostrando la PCR una 

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

Otra de las aplicaciones de los métodos moleculares son los estudios epidemiológicos, que 

permiten la caracterización de las cepas circulantes en una región en un momento 

determinado. Por ello, se evaluó 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 área sanitaria entre 2012 y 2016. Los genotipos más 

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. 

 

Además de los estudios epidemiológicos, las técnicas moleculares tienen aplicación en la 

detección de genes bacterianos cuya presencia determina que la cepa sea resistente a 

determinados antimicrobianos. Por esta razón, se evaluó la detección de resistencia a 

macrólidos en M. pneumoniae por pirosecuenciación, para conocer la situación al respecto 

en nuestro medio y estudiar las implicaciones que tiene el hallazgo de una cepa resistente 

en la evolución clínica de los pacientes. Se encontraron mutaciones asociadas a resistencia 

a macrólidos en un 8% de los casos, todas ellas relacionadas con un tratamiento previo 

con esta clase de antibióticos. Además, en seis casos, la resistencia se generó por presión 
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antibiótica 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 correspondía con una cepa resistente. Ambas cepas correspondían a la misma 

infección, tal como se pudo demostrar mediante el estudio genotípico por MLVA. 

 

La segunda parte de la tesis se centra en la aportación de los métodos moleculares al 

estudio de Mycoplasma genitalium, dada la escasa información disponible acerca de la 

epidemiología y resistencia antibiótica en nuestro país. En este caso, se evaluó la 

pirosecuenciación como método casero para la detección de resistencia a macrólidos en 

M. genitalium, adaptando la técnica previamente desarrollada para el estudio de M. 

pneumoniae. La prevalencia de resistencia a macrólidos en nuestra zona fue de un 23.1%, 

observando un ligero incremento durante los años de estudio. 

 

En el contexto del proyecto anterior, comenzaron a comercializarse técnicas moleculares 

de un solo paso, que incluían la detección de M. genitalium junto al análisis de las 

principales mutaciones asociadas a resistencia a macrólidos. Por este motivo, se decidió 

evaluar la pirosecuenciación, como técnica casera de detección de resistencia a 

macrólidos, respecto al kit ResistancePlus® MG kit (SpeeDx, Sydney, NSW, Australia), así 

como la concordancia de este último con la PCR múltiple de 7 patógenos empleada en 

nuestro centro, Allplex STI-7 Assay (Seegene Inc., Seoul, Korea), para el diagnóstico de 

M. genitalium. 

La concordancia entre la técnica casera y la técnica comercial en la detección de M. 

genitalium fue de un 87%, valor que aumentó hasta un 95,4% al comparar la capacidad de 

detección de resistencia a macrólidos. 

 

De forma complementaria, se realizó el análisis por secuenciación 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 macrólidos como a 

quinolonas, lo que revela la importancia del seguimiento de M. genitalium para un manejo 

correcto de los pacientes. 

 

A la luz de la información obtenida, la implantación de técnicas moleculares en la rutina 

asistencial, tanto para el diagnóstico como para el análisis de mutaciones asociadas a 

resistencia a macrólidos en M. pneumoniae y M. genitalium, supone una mejora de gran 

valor en el manejo de nuestros pacientes. 
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Listado de abreviaturas 

Ac: anticuerpo 

ADP: adenosin difosfato 

Ag: antígeno 

RNA: ácido ribonucleico 

ATP: adenosin trifosfato 

BAL: lavado broncoalveolar 

CMI: concentración mínima inhibitoria 

CT: Chlamydia trachomatis 

DNA: ácido desoxirribonucleico 

EIP: Enfermedad inflamatoria pélvica 

FTIR: Espectroscopía de Infrarrojos por Transformada de Fourier 

G+C: guanina y citosina 

HSH: hombres que tienen sexo con hombres 

ID: índice de discriminación 

IFN-γ: interferón gamma 

Ig: inmunoglobulina 

IL: interleucinas 

ITS: infecciones de transmisión sexual 

kDa: kilodalton 

kb: kilobases 

LAMP: loop-mediated isothermal amplification 

LPS: lipopolisacárido 

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: neumonía adquirida en la comunidad 

NASBA: Nucleic Acid Sequence Based Amplification 

NG: Neisseria gonorrhoeae 

NGS: Next Generation Sequencing 

OMS: Organización Mundial de la Salud 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PMN: leucocitos polimorfonucleares 

POC: point of care 

PPLO: pleuropneumonia-like organisms 

rRNA: ácido ribonucleico ribosómico 

SJS: Síndrome de Stevens-Johnson 

SNC: sistema nervioso central 

SIDA: Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida  

TNF-α: factor de necrosis tumoral alfa 

TOC: test of cure 

UNG: Uretritis no gonocócica 

VIH/HIV: virus de la inmunodeficiencia humana 

WGS: Whole Genome Sequencing  
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1. Introducción 

1.1. Género Mycoplasma 

1.1.1. Descubrimiento/historia 

Con el objetivo de proporcionar una información útil y ordenada, considero necesario 

realizar, en primer lugar, una pequeña revisión acerca del origen etimológico del término 

“mycoplasma”, para, a continuación, hacer un repaso histórico sobre el descubrimiento de 

las principales especies, centrándonos en las dos que son objeto de esta tesis: 

Mycoplasma pneumoniae y Mycoplasma genitalium. 

Etimología del término “micoplasma” 

El término “mycoplasma” (de aquí en adelante, micoplasma) tiene origen griego (mykes: 

hongo, plasma: formado) y fue propuesto por primera vez en 1889 por Albert Bernhard 

Frank, biólogo alemán, para designar al organismo productor de nódulos en las raíces de 

las leguminosas. Inicialmente lo identificó como un hongo, dado que citológicamente 

formaba unas estructuras invasivas similares a micelio fúngico (no se conocía ninguna 

bacteria capaz de producir hifas), considerándolo una mezcla de protoplasma fúngico y 

vegetal. 

Posteriormente, en 1897, Jakob Eriksson mantuvo el concepto de hongo, y usaba el 

término micoplasma para referirse a “la forma simbiótica latente en la que el hongo vivía 

durante largos periodos de tiempo en la planta afectada”. Se generó una gran controversia 

con este término, y no fue hasta 1929 cuando Julien Nowak decidió utilizarlo nuevamente 

en su publicación acerca del microbio causal de la pleuroneumonía bovina, pero en esta 

ocasión, con carácter taxonómico.  

Finalmente, en 1955, y a pesar de que este término originariamente se hubiese utilizado 

en micología, la forma protoplásmica con gran plasticidad celular y la estructura similar a 

un micelio concordaba perfectamente con los agentes causales de la pleuroneumonía 

bovina. Tras la aceptación por el Comité Internacional en Nomenclatura Bacteriana, 

Freundt fue el encargado de escribir la descripción y clasificación de Mycoplasmatales para 

la séptima edición del Manual Bergey, en el cual se aceptó esta nomenclatura como 

legítima y adecuada para designar taxonómicamente 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 pleuroneumonía 
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bovina, actualmente conocido como Mycoplasma mycoides subsp. mycoides (2). En los 

años posteriores, se sospechó de la existencia de ciertas “bacterias parásitas” relacionadas 

con la enfermedad en animales (y su posible implicación en patología humana), que fueron 

catalogadas como organismos similares a los que producían pleuroneumonía bovina 

(PPLO, pleuropneumonia-like organisms), dado su parecido al agente descrito 

previamente. 

En 1930, Klieneberger propuso que se tratarían de “formas L” de las bacterias, carentes de 

pared celular, pero que estarían asociadas por simbiosis a otras bacterias que sí poseían 

pared (3). En ese momento, se inició un amplio debate entre aquellos que pensaban que 

los micoplasmas se trataban de una especie única, frente a los que defendían que se 

trataba de variantes carentes de pared de otras especies bacterianas ya conocidas y que, 

por tanto, no merecerían una categoría taxonómica propia. 

El término micoplasma se emplearía 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 glándula 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 neumonía atípica en 1944 (5). Para ello, utilizaron esputos provenientes de 

pacientes enfermos e inocularon, por vía intranasal, suspensiones de dichos esputos a 

diversos roedores y embriones de pollo. Con este experimento, constataron la aparición de 

una clínica y lesiones pulmonares similares a las observadas en humanos. Además, el uso 

de suero de la fase de convalecencia de pacientes con neumonía atípica (pacientes que 

ya están en el periodo de recuperación de la enfermedad) neutralizaba el cuadro 

neumónico, no siendo así con el suero obtenido en la fase aguda del proceso. Gracias a 

este experimento, el “virus” en cuestión recibió el nombre de Agente Eaton, y es el que en 

la actualidad conocemos como Mycoplasma pneumoniae.  

En los años 50 se realizaron diversos experimentos y estudios de campo en voluntarios, 

que confirmaron que el agente Eaton podía causar infección respiratoria de vías bajas en 

humanos y que además producía una respuesta inmune específica, generando anticuerpos 

que protegían al individuo frente a las manifestaciones más graves en las reinfecciones (6). 

Paralelamente, en el año 1954, Shepard describió las “cepas T” de micoplasma o T-

micoplasmas (en referencia a “tiny-form colonies”, por su pequeño tamaño que oscila entre 
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7 y 15µm). 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 gonocócica (UNG) y asintomáticos (7). Durante esta década, también se 

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

Durante muchos años, el agente Eaton continuaba considerándose un posible virus, pero 

diversos estudios contrariaban esta definición. Por un lado, su mayor tamaño (180-250µm) 

respecto al correspondiente para los virus y por otro, su sensibilidad a diversos antibióticos, 

ponían en entredicho esta clasificación. Se realizaron múltiples trabajos para profundizar 

en el conocimiento de este agente: Marmion y Goodburn consiguieron observar formas 

cocobacilares en epitelio bronquial de un embrión de pollo infectado con el agente Eaton 

(8) y Clyde reportó 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 planteó 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), confirmándolo como un PPLO y proponiendo en el año 

1963 su nomenclatura actual (11). 

Fue precisamente en esta década de los sesenta cuando finalmente se demostró que los 

micoplasmas eran un conjunto único 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 hibridación DNA-DNA hacían de ellos un grupo digno de tener nomenclatura propia. 

En los años setenta, se comenzó a estudiar pacientes que poseían clínica de uretritis aguda 

no gonocócica en los que no se conseguía aislar ninguno de los patógenos causantes ya 

conocidos, como clamidia, ureaplasmas o diversas especies de micoplasmas urogenitales. 

Curiosamente, dichas infecciones respondían al tratamiento con tetraciclina, lo que hacía 

pensar que alguna nueva bacteria no descrita hasta ese momento podía ser la responsable 

del cuadro. Además, la observación microscópica en campo oscuro de exudados uretrales 

de pacientes con uretritis, en ocasiones revelaba la presencia de formas espirales móviles 

que no correspondían 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 comenzó a tomar fuerza (12).  

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

mes de incubación, un nuevo patógeno en 2 de 13 pacientes con clínica de uretritis no 
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gonocócica, el cual correspondía con un micoplasma pero con características biológicas, 

patogénicas y serológicas 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 clínicas definidas; en 1991, Mycoplasma spermatophilum 

(aislado en muestras de semen y endocervicales) (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. Clasificación taxonómica de Mollicutes 

 

Las bacterias del género Mycoplasma (familia Mycoplasmataceae, orden 

Mycoplasmatales) son microorganismos procariotas taxonómicamente englobados en la 

clase Mollicutes. Dicho vocablo proviene del latín (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, así como de 

dotación genética para la síntesis del peptidoglicano y poseen un menor tamaño que la 

mayoría de las bacterias. Su clasificación taxonómica es compleja y ha ido variando a lo 

largo de los años. En 1978, Gibbons y Murray propusieron que la mayor parte de los 

procariotas deberían clasificarse en función de la presencia y tipo de pared celular o su 

ausencia (18). Inicialmente, todos aquellos microorganismos carentes de pared celular se 

incluyeron en un único grupo. Posteriormente, los estudios genéticos basados en 16S 

RNAr  mostraron que los mollicutes habían evolucionado a partir de células grampositivas 

tipo Clostridium por sucesivas deleciones genéticas, lo que los relacionaba 

filogenéticamente con la división Firmicutes (19). El hecho de englobar a los mollicutes 

junto a diversos géneros de bacterias grampositivas, llevó a Murray, en 1984, a proponer 

que la clase Mollicutes se diferenciase en la nueva división Tenericutes (20). Tras diversos 

cambios, esta clasificación es la que se encuentra vigente en la actualidad, tal como queda 

reflejada en la versión más reciente del manual Bergey (21).  

El término “micoplasma” se ha utilizado clásicamente para referirse a todos los integrantes 

de la clase Mollicutes, en la actualidad se prefiere reservar esta nomenclatura únicamente 

para los microorganismos del género Mycoplasma, utilizando “mollicutes” como término 

más apropiado para referirse al grupo completo.  
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La clase Mollicutes comprende a su vez cuatro órdenes bacterianos: Mycoplasmatales, 

Entomoplasmatales, Acholeplasmatales y Anaeroplasmatales.  

El análisis de las secuencias de 16S rRNA ha permitido clasificar los Mollicutes en órdenes, 

que incluyen diversas familias y géneros (21): 

• Orden Mycoplasmatales: incluye los géneros Mycoplasma y Ureaplasma, así como 

dos géneros de bacterias hemotrópicas, Eperythrozoon y Haemobartonella, 

antiguamente agrupados en Rickettsia. 

• 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. 

• Orden Acholeplasmatales: incluye el género Acholeplasma, así 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 profundizará en el conocimiento de dos de las especies del género 

Mycoplasma, Mycoplasma pneumoniae y Mycoplasma genitalium, por tratarse de dos de 

las principales especies patógenas para el ser humano. 

 

1.1.3. Características 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 único 

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 habría evolucionado 

a partir de un ancestro común 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 

pequeño tamaño hace unos 605 millones de años (22). 
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Figura 1: Filogenia de los micoplasmas reconstruida por comparación de secuencias de 16S rRNA. 

Extraída 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 específicos que hacen que su cultivo sea altamente fastidioso, 

con una temperatura óptima de crecimiento de 37ºC, pero cuyo rango puede oscilar entre 

20ºC y 45ºC. Su tamaño es menor que la mayoría de las bacterias. De hecho, son las 

bacterias más pequeñas con vida libre y capacidad de división autónoma. 

La mayoría de las especies son específicas 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 colonización. Muchas de las especies son 

comensales a nivel orofaríngeo, pudiendo causar dificultades diagnósticas con especies 

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

Su distribución es universal en la naturaleza, y entre las más de 200 especies descritas, 

observamos que una gran mayoría de ellas corresponden con especies comensales y un 

pequeño porcentaje actúan como patógenas, ya sea en el hombre, animales o plantas.  

Su transmisión puede darse por contacto directo venéreo (genital-genital y oral-genital), 

transmisión vertical (por vía intrauterina o al nacimiento), por aerosoles respiratorios o 

fómites (como en M. pneumoniae) o incluso se podría dar una transmisión yatrogénica en 

el caso de tejidos trasplantados.  

Para establecer si una especie es comensal o patógena, el hecho de aislarla en un 

individuo sano no implica necesariamente que se trate de una especie comensal, así como 

su detección 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 aísla junto a otras 

especies bacterianas).  

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

una especie para ser catalogada como patógena son los siguientes: 

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

superior a su aislamiento en sanos. 

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

pacientes/animales enfermos y no de sanos. 

3. Se observa una respuesta inmune específica con la formación de anticuerpos en 

los pacientes/animales enfermos y ocurre de forma significativamente más 

frecuente que en los sanos. 

4. Existe respuesta clínica al tratamiento con antibióticos al que el micoplasma es 

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

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

clínico beneficioso. 

6. Cuando un micoplasma de origen humano infecta a un animal, produce en él una 

enfermedad similar a la que produce en humanos, susceptible al antibiótico 

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 

antibiótico adecuado y que genera una respuesta inmune por anticuerpos. 

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

inmunización) 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  

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

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

Además de las especies expuestas anteriormente, existen algunos micoplasmas de origen 

zoonótico que ocasionalmente han sido aisladas en el ser humano causando algún tipo de 

patología. Una descripción más detallada se puede encontrar en la revisión realizada por 

Gómez-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 características biológicas que los hacen 

únicos 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 pequeño genoma. El hecho de no tener pared implica 

una serie de características: 

i.  Pleomorfismo: no se pueden clasificar dentro de ninguna morfología 

concreta (cocos, bacilos…) como el resto de las bacterias. 

Habitualmente se pueden observar desde formas esféricas a formas 

filamentosas tipo botella, jarrón o pera, y algunas especies presentan 

un orgánulo terminal. Esta plasticidad celular es la que provoca su 

característico crecimiento en agar, con pequeñas colonias de menos 

de 1 mm de diámetro en forma de “huevo frito” o “cabeza de coliflor” 

(por su incrustación entre las trabéculas del agar) que deben 

observarse con lupa o microscopio para su correcta visualización. 
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ii. Poseen citoesqueleto formado por una red de proteínas, que modula 

su forma y participa en los procesos de fisión binaria. A pesar de que 

la mayoría de las especies son inmóviles, en las especies móviles 

contribuye a la movilidad por desplazamiento (gliding motility).  

iii. Sensibilidad al choque osmótico y a los detergentes: necesitan una 

estabilidad osmótica por su falta de pared celular. Esto implica una 

alta sensibilidad a la desecación, lo que influye tanto en su 

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

iv. Resistencia intrínseca a todos aquellos antibióticos que actúan 

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

v. No pueden ser teñidos por la tinción de Gram, por ser una tinción 

específica de la pared celular. 

b. Tamaño menor que la mayoría de las bacterias: tal y como 

mencionábamos anteriormente, son las bacterias de vida libre más 

pequeñas con capacidad de división autónoma. Su tamaño celular oscila 

desde 0.4-0.5 µm de diámetro en formas cocoides, como Ureaplasma spp. 

o M. hominis, hasta estructuras alargadas en forma de huso de 1-2 µm de 

largo y 0.1-0.2 µm de ancho, como M. pneumoniae (25). Son, por ejemplo, 

en torno al 5% del tamaño de un Bacillus, lo que les proporciona capacidad 

para atravesar los filtros de 0.45 µm utilizados para filtrar medios de cultivo. 

Esto convierte a los micoplasmas en contaminantes frecuentes de líneas 

celulares, especialmente M. fermentans y M. orale, ambos aislados en el ser 

humano (26). Además, no se pueden observar por microscopía 

convencional y tampoco producen turbidez al crecer en medios de cultivo 

líquidos. 

c. Escasa dotación de vías metabólicas: su genoma es tan pequeño que 

carece de genes para la síntesis de aminoácidos, y tienen muy pocos genes 

relacionados con la síntesis de vitaminas, ácidos grasos, colesterol o 

precursores de ácidos nucleicos. Esto los hace totalmente dependientes del 

aporte exógeno 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 producción de energía y en menor grado a la 

síntesis de componentes, aunque compensan la escasez de vías 
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metabólicas con la presencia de un sistema enzimático reducido pero capaz 

de interaccionar con múltiples sustratos. 

La mayoría de micoplasmas son quimioorganotrofos, generando energía 

mediante el metabolismo de glucosa o arginina, o, en el caso de los 

ureaplasmas, únicamente requerir urea, ya que están dotados de una 

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

d. 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 localización intracelular en algunos casos), para 

obtener todos aquellos componentes que no pueden sintetizar de forma 

autónoma. 

e. Requerimiento de esteroles para su cultivo in vitro: componentes 

necesarios para la síntesis de la membrana celular de triple capa, que son 

aportados al medio de cultivo mediante la adición de suero. 

f. Sistema respiratorio truncado: a pesar de tener presentes las reacciones 

de la glucolisis, carecen del ciclo del ácido tricarboxílico completo, de las 

vías de fosforilación oxidativa para la síntesis de ATP así como de quinonas 

y citocromos. 

g. Posibilidad de síntesis de cápsula: tanto en M. pneumoniae como en 

otras especies de Mollicutes. En 1976, Wilson et al. describieron por primera 

vez la presencia de componente mucopolisacárido externo a la membrana 

celular y se cree que podría tener función de adherencia, aunque este hecho 

no ha podido ser confirmado (25).  

h. Uso diferencial del codón de terminación (UGA): en el código genético 

existen una serie de codones universales de terminación en la síntesis de 

proteínas: UAG, UAA y UGA. En el caso de este último, se ha demostrado 

que en algunas especies de Mycoplasma (entre ellas M. pneumoniae y M. 

genitalium) este codón codifica para el aminoácido triptófano (en lugar de 

ser una señal de parada), lo que es una propiedad particular de este tipo de 

bacterias y les dota de una serie de proteínas exclusivas que nunca se 

expresarían en otros géneros bacterianos, en los que el codón UGA actúa 

como señal de terminación de la traducción (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 relación casi “parasitaria” que les facilita la supervivencia. 

Presentan una especificidad de tejido u órgano según su especie. Por ejemplo, M. 

pneumoniae coloniza de manera preferente el epitelio respiratorio, así como M. genitalium 

lo hace en el tracto genitourinario, aunque esto no excluye que ambas especies, 

relacionadas genéticamente, se hayan descrito en el hábitat predominante de la otra 

aunque aún 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 algún tipo de 

inmunodeficiencia (hipogammaglobulinemias, SIDA o tratamiento con fármacos 

inmunosupresores) se han aislado en sangre o articulaciones algunas especies de 

micoplasmas que en inmunocompetentes actúan como comensales en sus tejidos afines 

(29, 30).  

En el caso las especies patógenas, si producen infección, esta será leve y de curso crónico 

en la mayoría de los casos. Esta cronicidad está asociada con distintos factores de 

virulencia que repasaremos de forma general en este apartado, focalizando en los detalles 

específicos 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 penetración celular: la adherencia a las células de los epitelios 

respiratorio y genitourinario es un factor imprescindible para conseguir en primer 

lugar la colonización del tejido y posteriormente provocar la infección. 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 están dotadas de un orgánulo de adherencia terminal 

que, en combinación con otras proteínas específicas 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 dotación genética destinen múltiples 

genes a codificar proteínas para la adherencia y penetración celular revelan la 

importancia de este proceso en su supervivencia. 

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

capacidad de supervivencia de los micoplasmas en interior de células con 

capacidad fagocitaria (macrófagos, 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 así 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 intervendría en la internalización (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 sería el resultado de múltiples procesos, como 

su capacidad invasiva (alteración del citoesqueleto o vías de señalización), o el 

hecho de que, al no tener pared, podrían fusionarse con la membrana de la célula 

a la que están colonizando para acceder a su interior. Este hecho explicaría su 

resistencia a antibióticos como la gentamicina (que no penetra en células 

eucariotas) y la cronicidad de las infecciones, ya que evadirían el sistema inmune 

por su localización intracelular (34). 

3. Citotoxicidad e inflamación: los micoplasmas son capaces de secretar numerosas 

enzimas y activar el proceso de inflamación mediante la producción de citocinas. 

Numerosos estudios in vitro han demostrado la capacidad para afectar tanto a la 

mitogénesis celular como a los procesos de apoptosis o antiapoptosis de los 

micoplasmas. Además, su actividad clastogénica produciendo inestabilidad y 

reordenamientos en el genoma, podría estar implicada en los procesos 

oncogénicos en animales y humanos, pero para confirmar esta relación deben 

llevarse a cabo más estudios (35). 

4. Evasión del sistema inmune: además de la localización intracelular de la que hemos 

hablado previamente, los micoplasmas poseen la capacidad de variación antigénica 

y de fase; es decir, son capaces de modificar sus lipoproteínas y antígenos de 

superficie para así poder ocultarse del sistema inmunitario. A pesar de su reducido 

genoma, estas bacterias poseen una alta capacidad de mutación como estrategia 

adaptativa de supervivencia. 

Este sistema está basado en la presencia de elementos repetitivos en su genoma, 

que o bien se reordenan dando lugar a diferentes proteínas (en su composición o 

en su tamaño) o se expresan o no según la situación en la que se encuentre el 

microorganismo (sistema ON/OFF), formando un repertorio variable de antígenos 

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

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

pneumoniae y en su homólogo MgPa en M. genitalium. Las proteínas P1 y MgPa 
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de ambas especies son altamente inmunogénicas y además las principales 

adhesinas con las que cuentan para unirse a los glóbulos rojos o a los epitelios. La 

presencia de elementos repetitivos en estos operones y su recombinación genética 

parece responsable de la variación antigénica en las lipoproteínas de su superficie 

(36). 

5. Efecto inmunomodulador: los micoplasmas poseen una lipoproteína denominada 

MALP-2 (macrophage activating lipopeptide of 2 kDa molecular weight) con una 

estructura química y actividad similar al lipopolisacárido (LPS) presente en las 

bacterias gramnegativas (37). Esta molécula activa los macrófagos y monocitos, 

provocando la activación o supresión policlonal de varias estirpes de linfocitos de 

forma policlonal e inespecífica, producción de inmunoglobulinas y liberación de 

múltiples mediadores de la inflamación como TNF-α, IFN-γ y numerosas 

interleucinas (IL). Esta activación, en ocasiones, puede causar una exacerbación 

de la propia enfermedad por la gran inflamación generada. 

6. Secreción enzimática: algunas especies de micoplasmas liberan componentes 

enzimáticos que intervienen en su patogenia. Por ejemplo, los ureaplasmas 

secretan fosfolipasas A1, A2 y C que actúan sobre la membrana fosfolipídica de la 

placenta, induciendo la secreción 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 internalización, o exonucleasas para tener acceso a los nucleótidos de la 

célula hospedadora (38).  

1.2. Mycoplasma pneumoniae  

Mycoplasma pneumoniae es la especie de micoplasma que afecta al ser humano mejor 

conocida y más estudiada. A finales de los años treinta, durante la primera guerra mundial, 

se acuñó el término de “neumonía atípica primaria”, para englobar todas aquellas 

neumonías “no bacterianas” (y que, por tanto, no producían una condensación neumónica 

como tal en la radiografía de tórax) que se habían ido observando fundamentalmente en 

los campamentos militares, que no respondían a la penicilina y en las que en la tinción de 

Gram o cultivo bacteriano no revelaban la presencia de ningún germen conocido (de ahí lo 

de “primaria”). Estos cuadros cursaban con un inicio más lento y una duración mayor a la 

habitual, y los signos radiológicos, de estar presentes, mostraban una afectación pulmonar 

irregular y multilobar. 
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Posteriormente, se ha observado que además de M. pneumoniae, múltiples agentes 

causales de diferente naturaleza, ya sea bacteriana (Legionella spp., Chlamydia spp.), 

vírica (virus de la gripe, virus respiratorio sincitial, adenovirus…) o fúngica (Pneumocystis 

jirovecii) pueden causar este tipo de neumonías, las cuales suponen un síndrome opuesto 

a la neumonía típica, representada por la neumonía lobar causada por Streptococcus 

pneumoniae (39). 

En la actualidad, se estima que es el causante de un 20-40% de las neumonías adquiridas 

en la comunidad (NAC) (40). 

1.2.1. Características celulares 

Mycoplasma pneumoniae es uno de los organismos patógenos más pequeños de vida 

libre. Su genoma posee tan solo 816.394 pb y 687 genes que codifican para proteínas (41), 

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

Dado que se trata de un patógeno intracelular facultativo, su crecimiento en cultivo es lento 

y complejo, requiriendo un aporte de suero y extracto de levadura al agar y considerándose 

un microorganismo “fastidioso” desde el punto de vista microbiológico. Las colonias 

obtenidas son de muy pequeño tamaño (50-100 μm) y tienen una característica morfología 

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) Extraída 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, almidón, xilosa o manosa, entre otros 

azúcares y posee una hemolisina capaz de lisar, en 24-48 horas, hematíes humanos, de 

caballo o de cobaya en medio artificial, por lo que esta propiedad se utilizaba para distinguir 

M. pneumoniae de otros micoplasmas no patógenos colonizadores del tracto respiratorio, 

que carecían de esta capacidad (42). 

Como todos los micoplasmas, solo está rodeado de una membrana externa trilaminar, 

careciendo de pared celular, lo que implica que no se puede visualizar por tinción de Gram. 

Se reproduce mediante fisión binaria, con una primera fase en la que se duplica la organela, 

la cual se desplaza al extremo opuesto durante la replicación, 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 sólidas, ya que la microscopía 

electrónica descarta la presencia de otros elementos motrices, como podrían 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 eliminación del microrganismo mediante el aclaramiento 

mucociliar y le permite producir algunos efectos citotóxicos a nivel local. La organela 

terminal está directamente implicada en este proceso, en el que un complejo proteico 

interviene en la adhesión a receptores del ácido siálico, a la fibronectina o a la mucina de 

la mucosa respiratoria. Entre las proteínas anteriores, cabe destacar la proteína P1, una 

adhesina primaria de 170 kDa clave en los procesos de unión a la célula hospedadora. Su 

ausencia genera cepas avirulentas y los anticuerpos frente a ella bloquean la unión de la 

bacteria al epitelio respiratorio (44). Sus variaciones originan a las cepas de M. pneumoniae 

de tipo 1 y 2, cuya distinción es de gran interés en vigilancia, epidemiología y clínica 

producida (38). 

Junto a la citadherencia, la patogenia se sustenta en la liberación de radicales superóxido 

y peróxido de hidrógeno, que al incrementar los derivados oxigenados generados a nivel 

endógeno dañan el epitelio respiratorio (45). Este proceso tóxico causa ciliostasis, 

marginación de la cromatina, vacuolización y exfoliación progresiva que deterioran la 

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

Durante muchos años se pensó que M. pneumoniae no era una bacteria toxigénica y que 

el daño del tejido respiratorio se desarrollaba como hemos descrito anteriormente, hasta el 

año 2006, en el que se descubre la toxina del Síndrome de Dificultad Respiratoria Adquirida 

en la Comunidad (CARDS, Community-Acquired Respiratory Distress Syndrome) con 
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actividad ADP-ribosilasa y de vacuolización citoplasmática. El análisis de su secuencia de 

aminoácidos indica que presenta una estructura similar  a otras toxinas bacterianas, como  

la subunidad S1 de la toxina de Bordetella pertussis, la toxina del cólera de V. cholerae o 

la toxina diftérica de C. diphtheriae (47). Solamente se han encontrado proteínas similares 

codificadas en el genoma de algún otro micoplasma, por lo que se trataría de una molécula 

específica de este género. Su actividad complementa los efectos descritos anteriormente, 

incluyendo además producción de citocinas, eosinofilia e hiperreactividad de la vía aérea, 

de forma similar a lo que ocurre con el asma. Los niveles de expresión 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 está directamente relacionada con la severidad de la 

enfermedad, pudiendo persistir en los pacientes durante periodos muy prolongados de 

tiempo. Además, es altamente inmunogénica, produciendo una respuesta humoral superior 

a la causada por la proteína P1 (44). Sin embargo, y a pesar de su potencial, aún no se ha 

empleado a nivel clínico como marcador diagnóstico de la infección (47). En cuanto a su 

uso como diana de una futura vacuna, estudios recientes hechos en ratones muestran que 

la inmunización con toxina CARDS recombinante mejora el daño pulmonar, la infiltración 

neutrofílica, la producción de citocinas y el número de microorganismos en vías 

respiratorias, lo que implica que la vacuna no solo mejoraría la inflamación asociada, sino 

que también disminuiría 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 función: por un lado, se encarga de la captación de glicerol 

libre y por otro, actúa como una nucleasa citotóxica dependiente de calcio esencial para 

atravesar la membrana citoplasmática y nuclear de la célula correspondiente. En la 

actualidad no se sabe qué interrelación puede existir entre estas dos funciones, habiéndose 

observado que se trataría de un factor de virulencia específico de M. pneumoniae, ya que 

la proteína homóloga en M. genitalium no posee esta actividad (44). 

Mycoplasma pneumoniae también es capaz de formar biofilms formados por polisacáridos, 

proteínas y lípidos, donde queda encapsulado y protegido de la acción de los 

antibacterianos. Además, las características del biofilm son diferentes en función del tipo 

de cepa bacteriana (tipo 1 o 2), confiriendo diferentes patrones de resistencia, tanto a los 

antibióticos como a la acción del sistema inmune (51, 52). 
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1.2.2. Epidemiología 

Mycoplasma pneumoniae es un patógeno exclusivamente humano y de distribución 

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 patología que produce de forma más frecuente es la 

traqueobronquitis, pero a nivel de relevancia clínica, la neumonía es el principal cuadro de 

interés.  Se estima que a niveles endémicos M. pneumoniae causa de un 4-8% de 

neumonías adquiridas en la comunidad (NAC). Este porcentaje se eleva hasta un 20-40% 

en los picos epidémicos en la población general, aumentando hasta un 70% en el caso de 

instituciones/poblaciones cerradas (53, 54). 

Aunque la mayor parte de los casos se producen al final del verano y en otoño, se pueden 

detectar infecciones a lo largo de todo el año. Algunos estudios apuntan a que las 

temperaturas más altas podrían favorecer la infección, de ahí que muchos de los casos se 

detecten en los meses más cálidos (55, 56), aunque no está del todo claro que esta bacteria 

presente estacionalidad en sus infecciones. 

Clásicamente, las infecciones se presentan en picos epidémicos cada cuatro a siete años 

de media, aunque desde 2010 se ha registrado un aumento de casos en el norte de Europa, 

así como en China, Japón, 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, disminución de la inmunidad de rebaño, o ambas causas. 

La proporción de infecciones varía en función de la edad del paciente, siendo más 

frecuente en niños en edad escolar y adolescentes, entre 5 y 15 años (resultado 

concordante con el obtenido durante nuestro estudio), aunque puede afectar a individuos 

de cualquier edad (44). En general, en los niños menores de 3 años se suele manifestar 

como cuadros de infección respiratoria de vías altas, mientras que de los 5 a los 20 años 

las presentaciones más comunes son la bronquitis y neumonía (57). 

Mycoplasma pneumoniae se transmite de persona a persona, a través de la tos y la 

propagación de gotículas infecciosas. Además, los enfermos pueden permanecer en 

estado de portador durante periodos prolongados de tiempo a pesar de la desaparición de 

la mayoría de los síntomas o el uso de tratamientos antibióticos eficaces para erradicar la 

infección. 

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 constató la propagación en 23 de 36 familias, de las 

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

La inexistencia de guías internacionales acerca de los requerimientos de monitorización de 

las infecciones producidas por M. pneumoniae, el análisis de resistencia a macrólidos o 

estudios de epidemiología molecular de cepas hace que los datos acerca de esta 

enfermedad estén subestimados. Países como Francia o Estados Unidos realizan el 

registro en algunas regiones concretas mientras que otros, como Dinamarca o Japón, 

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 serán superiores a las cifras 

disponibles, las cuales estén probablemente mermadas por diversas razones que llevan al 

infradiagnóstico de estas infecciones: 

• La mayoría de los casos son relativamente leves, por lo que no existe confirmación 

microbiológica 

• Su sintomatología se asemeja en gran medida a otras infecciones respiratorias 

• Muchos pacientes pueden permanecer en estado de portador asintomático durante 

periodos variables de tiempo 

• Inexistencia de tests point-of-care (POC) fiables para su detección, lo que lleva a la 

administración de tratamientos empíricos sin realización del diagnóstico 

microbiológico. 

En Catalunya, las infecciones por M. pneumoniae diagnosticadas en el laboratorio son de 

declaración microbiológica obligatoria en el Sistema de Notificación Microbiológica de 

Catalunya (SNMC). Anualmente, la Sub-direcció General de Vigilància i Resposta a 

Emergències de Salut Pública, publica un informe detallado con los datos de infecciones 

declaradas en el año previo. Los datos disponibles más recientes son de 2019, año en el 

que se registraron 310 infecciones por Mycoplasma pneumoniae en Catalunya, con el pico 

de casos situado en la semana 20 del año. El 50% de casos se detectó en hombres (N=155) 

y el 50% de casos en mujeres (N=155). Respecto a la edad de los pacientes, el grupo más 

afectado correspondió con los niños de 5 a 9 años (N=85, 27,4%), seguido de los de uno 

a cuatro años (N=65, 21%) y los de 10 a 14 años (N=33, 10,6%). 

En cuanto a la distribución temporal de las epidemias, se puede observar con claridad el 

inicio de un pico epidémico en el año 2012, la cual correspondió 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: Distribución según grupos de edad 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3: Distribución según el sexo 

Sexo Frecuencia Totales (%) 

Femenino 155 50 

Masculino 155 50 

No consta   

TOTAL 310 100 

 

 

Figura 3: Distribución semanal de casos 

 

 

 

Grupo de edad Frecuencia Totales (%) 

1 mes – 11 meses 3 1.0 

1-4 años 65 21.0 

5-9 años 85 27.4 

10-14 años 33 10.6 

15-19 años 19 6.1 

20-29 años 21 6.8 

30-39 años 25 8.1 

40-49 años 20 6.5 

50-59 años 12 3.9 

≥ 60 años 27 8.7 

TOTAL 310 100,0% 
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Tabla 4: Distribución según el tipo de muestra analizada 

Muestra Frecuencia Totales (%) 

Suero 247 78,2 

Aspirado 

nasofaríngeo 

63 19,9 

Por 

fibroscopia 

2 0,6 

Sangre 2 0,6 

Esputo 2 0,6 

TOTAL 316 100,0% 

 

Tabla 5: Distribución según el tipo de técnica empleada en el diagnóstico 

Técnica Frecuencia Totales (%) 

Cultivo 1 0,3 

Detección de ácidos 

nucleicos 

68 18,2 

IgM 247 66,0 

Título alto 55 14,7 

Seroconversión 2 0,5 

Otras técnicas (IgG+IgM) 1 0,3 

TOTAL 374 100% 

 

 

Figura 4: Evolución anual 2005-2019 
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Fuente: Informe sobre els microorganismes declarats a l’SNMC durant l’any 2019. Infeccions de les vies 

respiratòries: Mycoplasma pneumoniae. Sub-direcció General de Vigilància i Resposta a Emergències de Salut 

Pública. Abril 2021. 

Respecto a la situación a nivel nacional, al no existir ningún 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 autónomas. 

Aguilera-Alonso et al. publicaron una revisión sobre las características clínicas y 

epidemiológicas de las NAC en niños causadas por M. pneumoniae en Valencia en el 

periodo 2010-2015, observando un aumento significativo de casos en los años 2011 y 2015 

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

El primer caso de resistencia a macrólidos descrito en nuestro país se reportó en 2014, 

pero se trataba de un caso importado por una paciente de origen chino, donde las tasas de 

resistencia a estos antibióticos rozan el 100% (61).  Sin embargo, acerca de los tipos de 

cepas circulantes o la tasa de resistencia a macrólidos en nuestro país, el artículo 

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

En Europa, en respuesta al incremento de casos observado en varios países en 2016, el 

grupo de estudio de infecciones por micoplasma y clamidia (ESGMAC) de la Sociedad 

Europea de Microbiología Clínica y Enfermedades Infecciosas (ESCMID) realizó un estudio 

con el objetivo de conocer los métodos diagnósticos empleados en los diferentes países 

europeos, qué tipo de pacientes se testaban y si se determinaba resistencia a macrólidos. 

Asimismo, identificar picos epidémicos, analizar datos demográficos, verificar la 

coincidencia de los aumentos de casos entre las diferentes regiones y ver el efecto de la 

localización geográfica en la presentación de los picos epidémicos (60). 

Para ello, recogieron datos entre 2011 y 2016 de 11 países europeos e Israel, periodo en 

el que se detectaron 3 picos epidémicos en el último trimestre del año y primero del 

siguiente (2011/12, 2014/15 y 2015/16). A pesar de que los picos de infecciones 

clásicamente se presentan cada 4 a 7 años, se ha descrito el hecho de que un pico 

epidémico se pueda alargar más de lo habitual (62, 63). Durante en este estudio se verificó 

que solo pasaron 3 años entre los dos primeros picos, y un año entre el segundo y el 

tercero, por lo que la posibilidad de que estos dos últimos periodos corresponda a un único 

pico epidémico alargado es más que plausible (60). 

En cuanto a las técnicas diagnósticas empleadas, a diferencia de Catalunya, las técnicas 

de amplificación de ácidos nucleicos fueron las más comúnmente empleadas, seguidas de 

la serología. El máximo de casos se produjo en la semana 48 de año 2011, alcanzando un 
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total de 1759 positivos. La detección de resistencia a macrólidos no se lleva a cabo de 

forma rutinaria en la mayoría de los países, por lo que existe una clara subestimación en 

los niveles de resistencias descritos en Europa, en comparación con Israel, que reporta un 

30% y China, donde las cifras pueden llegar al 90-100% (60). 

A pesar de que en la revisión de Beeton et al. se observa una relación entre el inicio del 

pico epidémico y la latitud del país en cuestión (en los países del norte, el pico epidémico 

adelanta su inicio respecto a los países del sur), los autores señalan que se requieren 

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

Además de las infecciones que causa de forma individual este microorganismo, los brotes 

en poblaciones cerradas (campamentos, escuelas, a nivel nosocomial…) son altamente 

características.  

En Estados Unidos tampoco existe una red nacional de vigilancia de estas infecciones, 

pero los Centros para el Control y Prevención de Enfermedades (CDC) han participado a 

lo largo de los años en los estudios de diversos brotes registrados a nivel local. Entre 2006 

y 2013, los CDC colaboraron en la investigación de 17 casos. Entre los más destacables, 

se encuentra el brote de Rhode Island, que afectó a 57 estudiantes de 4 escuelas en 2006-

2007, incluyendo dos casos de encefalitis grave en niños (64). Asimismo, en 2011 se 

registró un brote en Virginia Occidental que implicaba a ocho escuelas de dos condados, 

detectando un total de 125 casos de neumonía, de los cuales 23/43 (53%) fueron positivos 

por PCR para M. pneumoniae. Además de escuelas, se registró un brote en un centro de 

larga estancia en Nebraska en 2014, afectando a 55 personas y produciendo 7 muertes, 

que resultó en el cierre temporal de la institución para nuevos pacientes. Por otro lado, los 

CDC también participan en la investigación de casos severos, como el de una paciente 

inmunocompetente que desarrolló una neumonía que requirió ventilación mecánica 

durante 13 días en Carolina del Sur en 2013, y donde días después dos familiares fueron 

igualmente diagnosticados de neumonía grave (65).  

A pesar de la que neumonía es la manifestación clínica más frecuente, se detectó un brote 

en Colorado en el año 2013 donde el Síndrome de Stevens-Johnson (SJS) con lesiones 

cutáneo-mucosas fue la clínica predominante. Entre estos casos, se registraron hasta 3 

genotipos diferentes por MLVA, por lo que los autores relacionan esta manifestación 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 específico 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) reveló que los genotipos circulantes más frecuentes entre 2006 

y 2013 correspondieron con el 4-5-6-2, 3-5-6-2 y 3-6-6-2 (66).  

Japón es uno de los pocos países que posee un programa nacional de seguimiento de 

enfermedades infecciosas desde 1981, comenzando en primer lugar con un seguimiento 

de neumonías atípicas primarias general, que incluyó un apartado específico para las 

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

Esta red de vigilancia está formada por unos 500 hospitales centinela (centros con más de 

300 camas y departamentos de pediatría y medicina interna), que declaran semanalmente 

aquellos casos de M. pneumoniae confirmado microbiológicamente que además presenten 

una clínica sugestiva. A pesar de que a través de este sistema no se facilitan datos sobre 

epidemiología de cepas o resistencia a macrólidos, la información disponible sobre los 

casos diagnosticados permite identificar rápidamente el inicio de los picos epidémicos o los 

brotes, de forma que los diferentes grupos de investigación pueden iniciar estudios más 

completos en este tipo de contexto (67). 

Un sistema similar al japonés sería de gran utilidad a nivel europeo para poder monitorizar 

la situación actual real tanto en cuanto a número de casos como de cepas circulantes y 

tasa de resistencia a macrólidos. 

1.2.3. Síndromes clínicos 

1.2.3.1 Manifestaciones pulmonares 

La mayor parte de las infecciones causadas por M. pneumoniae en niños y adolescentes 

cursan de manera sintomática. Si bien en los menores de 5 años el cuadro clínico consiste 

habitualmente en una rinitis, esta bacteria es capaz de causar hasta un 5% de casos de 

bronquiolitis.  

En los niños mayores y adolescentes, lo más frecuente es una traqueobronquitis asociada 

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

En los adultos, la neumonía es el cuadro habitual, conociéndose con el nombre de 

“neumonía atípica primaria” por sus peculiares características de presentación clínico-

radiológica. Tras un periodo de incubación de 9 a 13 días (o incluso hasta 3 semanas según 

estudios clínicos), los síntomas se instauran de forma gradual, consistiendo en fiebre 

(inferior a 38.8ºC), cefalea, mialgias y tos no productiva persistente, de carácter frecuente 

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

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

Este inicio gradual contrasta con el inicio repentino que causa la neumonía lobar clásica, 

en el que encontramos fiebre alta, escalofríos y pleuritis, así como de la causada por el 

virus Influenza, con fiebre alta y rápida progresión de los síntomas desde la nariz a las vías 

respiratorias bajas. La tos o traqueítis pueden causar dolor retroesternal, pero no dolor 

torácico pleurítico de forma habitual. Las manifestaciones gastrointestinales son 

infrecuentes. 

La exploración física es más bien anodina (contrastando con el mal estado general que se 

observa en el paciente), auscultándose ligeros subcrepitantes en la mayoría de los casos, 

aunque excepcionalmente se pueden presentar crepitantes francos, roncus y sibilantes. La 

analítica complementaria puede revelar una discreta leucocitosis en un 30% de los 

pacientes.  

En general, las pruebas de imagen muestran signos de una enfermedad más grave de lo 

esperado tras la exploración física. En la radiografía de tórax se observan infiltrados 

retículo-nodulillares parahiliares o peribronquiales que pueden ser uni o bilaterales, y un 

cierto grado de consolidación en una cuarta parte de los pacientes. En los casos graves, 

puede presentarse una bronconeumonía que se extiende desde el hilio y afecta al pulmón 

completo. En el caso de existir derrame pleural (5-20% casos), será pequeño 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 neumonía asociada, la fibrosis intersticial crónica y el síndrome de distrés 

respiratorio del adulto (69).  

En niños que presenten desórdenes inmunológicos tipo anemia de células falciformes, 

anesplenia funcional o síndrome de Down, la infección respiratoria puede ser grave o 

incluso fulminante. En el caso de la hipogammaglobulinemia, además es factor de riesgo 

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

La evolución natural de esta enfermedad es de curso prolongado, con tos y fiebre hasta la 

tercera semana de evolución, presentando posteriormente una recuperación gradual. El 

tratamiento antibiótico correcto acorta su duración, si bien no erradican la bacteria, 

convirtiendo a algunos pacientes en portadores asintomáticos que continuarán 

transmitiendo la infección. 
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En los años setenta, se sugirió que M. pneumoniae podría tener relación con los cuadros 

de asma en niños. La mayoría de los cuadros están asociados con infiltración eosinofílica, 

atopia e infecciones respiratorias recurrentes. A pesar de existir una predisposición 

genética, únicamente se le pueden atribuir un 50% de los casos. Curiosamente, muchos 

de los genes implicados en el proceso asmático están a su vez asociados a las defensas 

del hospedador, hecho que apoya la relación del asma con las infecciones microbianas 

(44). 

Diversos estudios realizados tienen como objetivo encontrar un patógeno bacteriano o 

viral que pueda estar relacionado con los cuadros asmáticos. Se ha demostrado que 

la colonización temprana de las vías respiratorias con microorganismos como 

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae o Moraxella catarrhalis está 

altamente asociada con el desarrollo de asma (70).  Por este motivo, M. pneumoniae se 

trataría de un patógeno potencial, dada su capacidad de persistir en las vías respiratorias 

durante periodos de tiempo prolongados. La inflamación causada por la infección 

persistente podría favorecer el proceso, y el uso de azitromicina, por sus propiedades 

antiinflamatorias, podría beneficiar a los asmáticos portadores.  

También es interesante saber si los pacientes con asma crónica están colonizados de 

forma más frecuente. En muchos casos, M. pneumoniae es detectado por técnicas 

moleculares (preferentemente en muestras de vías respiratorias bajas) pero las pruebas 

serológicas son negativas, infraestimando la proporción de pacientes realmente 

colonizados por este microorganismo (71, 72). 

En general, parece que las exacerbaciones en el paciente asmático serían el resultado de 

la combinación de los factores hereditarios, junto con la exposición temprana a factores 

ambientales predisponentes, como son la disbiosis gastrointestinal o el menor contacto con 

factores microbiológicos ambientales, que son esenciales en el desarrollo de una correcta 

respuesta inmune pulmonar. 

Con la irrupción de la pandemia causada por el SARS-CoV-2 (COVID-19) el pasado 2020, 

se han descrito casos de coinfección de este virus con M. pneumoniae (73).  En uno de los 

estudios, los pacientes con coinfección presentaban tos más persistente, mayores niveles 

de bilirrubina, hipercoagulabilidad y trombosis más severa. La estancia hospitalaria y la 

fase de convalecencia tuvieron una duración superior que la de los pacientes sin 

coinfección, sin presentar mayor tasa de mortalidad. Sin embargo, dado que la 

sintomatología de ambas entidades es similar, es complicado saber a ciencia cierta si estas 
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manifestaciones están 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 manifestación más frecuente de la 

infección por M. pneumoniae, se han descrito otro tipo de afectaciones extrapulmonares, 

que pueden presentarse aparecer antes, durante o tras el cuadro respiratorio, o en 

ausencia de cualquier síntoma respiratorio. 

Los mecanismos por los que se desarrollan este tipo de complicaciones extrapulmonares 

son tres: en primer lugar, la liberación de citoquinas en respuesta directa a la presencia 

bacteriana en un órgano determinado que provocan la inflamación del mismo; en segundo 

lugar, los mecanismos de autoinmunidad o formación de inmunocomplejos, y en tercer 

lugar, la producción de vasculitis o trombosis como resultado de citoquinas o quimioquinas 

como el TNF-α o la IL-8 o por inmunomodulación a través de mediadores como el 

complemento o el D-dímero (74).  

Las localizaciones extrapulmonares que se afectan con mayor frecuencia son la piel y 

mucosas, el sistema nervioso central (SNC), el sistema hematopoyético, el corazón, los 

riñones y el sistema músculoesquelético. En la Tabla 6 se resumen brevemente este tipo 

de manifestaciones: 

Tabla 6: Manifestaciones extrapulmonares 

Síndromes Manifestaciones 

Cutáneos Erupción eritematosa vesicular o papular. Síndrome de Stevens-

Johnson 

Neurológicos Meningoencefalitis 

Parálisis nervios craneales o ascendente (síndrome de Guillain-

Barré) 

Neuritis óptica 

Ataxia y psicosis 

Cardíacos Pericarditis 

Miocarditis 

Derrame pericárdico 

Articulares Mialgias, artralgias y poliartropatías.  

Artritis séptica (hipogammaglobulinemia) 

Rabdomiolisis 

Hematológicos Anemia hemolítica por crioaglutininas 

Púrpura trombótica trombocitopénica 



59 
 

Renales Glomerulonefritis 

Nefropatía IgA 

Nefritis tubulointersticial 

Gastrointestinales Vómitos 

Diarrea 

Hepatitis colestásica 

Pancreatitis 

Otras manifestaciones Otitis externa, otitis media, miringitis 

Conjuntivitis, uveítis anterior, retinitis y neuritis óptica 

Abscesos tubo-ováricos 

 

1. Síndromes cutáneos: los trastornos dermatológicos son una manifestación 

relativamente frecuente en la infección por M. pneumoniae, incluyendo urticaria, 

púrpura anafilactoide, eritema multiforme o síndrome de Stevens-Johnson (SSJ), entre 

otros. El SSJ grave aparece en forma de ampollas a tensión distribuidas por la piel, 

particularmente en extremidades distales, ingles y genitales, y con afectación de 

mucosas de orofaringe y ojos. En una revisión retrospectiva de la Clínica Mayo de los 

casos de SSJ grave durante 7 años, en seis de ellos se detectó una infección por M. 

pneumoniae concomitante. Dado que los síntomas respiratorios no siempre están 

presentes, la detección de esta bacteria debe estar incluida en el diagnóstico diferencial 

de esta patología (75). También se ha descrito la posible relación entre M. pneumoniae 

y el eritema multiforme ampolloso, aunque los estudios realizados tienen resultados 

contradictorios. 

El fenómeno de Raynaud es otra de las entidades descritas relacionado con las 

infecciones por M. pneumoniae. Se trata de un trastorno vasoespástico que se 

caracteriza por un blanqueamiento de los dedos de pies y/o manos tras la exposición 

al frío, el cual va seguido de cianosis extrema y posteriormente rubefacción cuando se 

vuelven a calentar las extremidades. Este fenómeno es más frecuente en mujeres, y 

frecuentemente en pacientes con trastornos reumatológicos. 

 

2. Síndromes neurológicos: son los más relevantes, estando presentes hasta en un 6% 

de los pacientes hospitalizados por infección por M. pneumoniae. La afectación puede 

darse en el cerebro, meninges, médula espinal o nervios periféricos, en forma de 

encefalitis, meningitis aséptica, mielitis transversa, accidente cerebrovascular y 

radiculopatía.  
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La manifestación cerebral más frecuente es la encefalitis, especialmente en niños, 

pudiendo no ir asociada a clínica respiratoria. La clínica tiene diferente origen en función 

del momento de presentación, estando directamente relacionada con la propia 

infección si la presentación es temprana (PCR M. pneumoniae en LCR positiva), o con 

la producción de anticuerpos antigangliósido en la aparición tardía (PCR negativa), 

generados por reacción cruzada con los glucolípidos bacterianos (76). 

En ocasiones, el daño vascular puede provocar infarto cerebral, necrosis estriatal o 

desórdenes psicológicos, así como la disfunción cerebelar por causas autoinmunitarias. 

El síndrome de Guillain-Barré es una complicación ocasional provocada por la 

producción de autoanticuerpos antigangliósido y antigalactocerebrósido, tal como 

ocurre en las neuropatías. A pesar de que se han descrito pacientes con estas 

patologías en los que se ha detectado la bacteria en muestra de líquido cefalorraquídeo, 

muchas de estas entidades son difíciles de diagnosticar porque el uso de 

inmunoglobulinas para su tratamiento interfiere con la posterior realización de una 

serología en la fase de convalecencia. 

Otros cuadros incluyen una afectación y disfunción del tronco del encéfalo, como la 

encefalitis de Bickerstaff y de síndrome de Miller Fisher, asociados con ataxia y 

oftalmoplejía. Ambos síndromes 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 o no de 

sintomatología respiratoria, y pueden deberse a mecanismos inmunológicos más que 

a la propia invasión bacteriana (por lo que las pruebas moleculares arrojan resultados 

negativos), la seroconversión puede aportar un diagnóstico más preciso en estos 

casos. 

 

3. Síndromes cardíacos: el papel de M. pneumoniae en la pericarditis, miocarditis, 

taponamiento cardíaco y endocarditis no es frecuente, pero está bien documentado, y 

sus efectos van desde cuadros asintomáticos hasta infecciones fatales. La enfermedad 

parece estar relacionada con la detección directa del microorganismo en el tejido 

cardíaco 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 neumonía concurrentes (77). 
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4. Síndromes articulares: las mialgias y artralgias son el síntoma más común en pacientes 

con infección por M. pneumoniae, apareciendo hasta en un 45% de casos (78). La 

artritis séptica por migración de la bacteria a las articulaciones es característica 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 combinación de la invasión bacteriana directa, los procesos autoinmunitarios y 

la oclusión vascular (46). 

 

5. Síndromes hematológicos: al inicio o durante la primera semana de enfermedad, se 

pueden generar crioaglutininas, autoanticuerpos de tipo IgM contra el antígeno I de los 

hematíes, uniéndose a temperaturas inferiores a la temperatura corporal y causando 

una hemólisis de estos. Ocasionalmente, sus niveles pueden ser lo suficientemente 

altos para desencadenar anemia hemolítica, la cual puede ser muy grave en pacientes 

con anemia drepanocítica. Otras complicaciones incluyen la trombopenia o 

trombocitosis, púrpura trombótica trombocitopénica, pancitopenia o coagulación 

intravascular diseminada (46, 78).  

 

6. Síndromes renales: las complicaciones renales pueden tener gran importancia por 

poder desencadenar en fallo renal. Entre ellas encontramos glomerulonefritis aguda, 

síndrome nefrótico, nefritis intersticial o nefropatía IgA, y aunque parecen ser resultado 

de la formación de inmunocomplejos, existen diversos casos descritos en los que la 

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

 

7. Síndromes gastrointestinales: diversos síntomas gastrointestinales se presentan de 

forma frecuente junto a la infección respiratoria, pero la evidencia sobre si están 

relacionados con la misma es escasa. Se ha descrito algún caso de hepatitis con fallo 

hepático grave y la pancreatitis. Se postula que la disfunción hepática temprana estaría 

relacionada con la inflamación producida por la propia infección, mientras que la tardía 

estaría mediada por autoinmunidad, daño vascular o mecanismos yatrogénicos (77).  

8. Otras manifestaciones: otros síntomas incluyen los oculares, como conjuntivitis, uveítis 

e iritis, que parecen de origen autoinmune dado que no hay casos reportados en los 
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que se haya detectado el microorganismo en tejido ocular (77). Hasta un tercio de los 

pacientes tienen síntomas óticos, 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-ovárico (28). 

Dada la aparente capacidad de la bacteria de pasar al torrente sanguíneo, 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 diagnóstico de la infección debe incluir tanto el diagnóstico indirecto por 

serología (de fase aguda y de convalecencia) como el diagnóstico directo basado en 

métodos moleculares y/o cultivo (en los casos que sea posible). Además, el uso de 

antibióticos favorecería la evolución en caso de que el cuadro estuviese mediado 

directamente por la bacteria y el efecto antiinflamatorio de algunas sustancias, como los 

macrólidos, podría ser beneficioso para neutralizar la exacerbada respuesta inmune. 

 

1.3. Mycoplasma genitalium  

En los años setenta se realizaron diversos estudios en pacientes que presentaban uretritis 

no gonocócica (UNG), en los que se constató que algunos de ellos respondían 

adecuadamente al tratamiento con tetraciclinas a pesar de no existir un patógeno 

bacteriano demostrado en su cuadro clínico. Por otro lado, en la microscopía de campo 

oscuro de pacientes infectados por diversos agentes, como clamidias, ureaplasmas, M. 

hominis y otros microorganismos, se observaban formas espirales móviles 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 pensó que quizá podía tratarse de una nueva especie de este género 

que afectase al ser humano. En 1981, el Dr. Taylor-Robinson se encargó personalmente 

de llevar 13 muestras de pacientes visitados en el St. Mary’s Hospital (Londres) con 

diagnóstico de UNG al laboratorio del Dr. Tully en el National Institutes of Health en 

Bethesda (Maryland), que tenía cierta experiencia en el cultivo de espiroplasmas y 

micoplasmas. La sorpresa surgió cuando, tras un mes de incubación en medio SP4 a 37ºC, 

no crecieron los esperados espiroplasmas, sino que en dos de las trece muestras se aisló 

un micoplasma fermentador de glucosa (cepas G37 y M30), que resultaron ser similares 

entre sí, pero serológicamente diferentes a los micoplasmas descritos hasta el momento. 

Fue entonces cuando se propuso que ambas cepas correspondían 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 diseñaron múltiples estudios para conseguir de nuevo el 

aislamiento de la bacteria en cultivo, pero su éxito fue variable. No fue hasta casi 10 años 

después cuando se desarrollaron nuevas técnicas sensibles y fiables para la detección de 

M. genitalium. 

 

1.3.1. Características celulares 

Mycoplasma genitalium es el más pequeño 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 

mínimo necesario para un microorganismo de vida libre. Por esta razón, 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 mínima” (mínimo contenido genómico 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 repetición de subcultivos. En cultivo, puede dar lugar a colonias con 

morfología parecida a la de “huevo frito” de M. pneumoniae en atmósfera de nitrógeno con 

un 5% de CO2.  

Por microscopía electrónica, la bacteria presenta forma de botella con una estructura 

cilíndrica terminal truncada, y puede adherirse tanto a superficies de cristal y plástico como 

a células humanas (invasión de células epiteliales incluyendo localización nuclear) 

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

La estructura terminal contiene al menos otras 6 proteínas accesorias, como P110 

(MG192), que junto a MgPa, es indispensable para la adherencia, además de MG218 y 

MG317. La bacteria es móvil, y parece que la estructura terminal participa en su 

desplazamiento (gliding motility), movilizándose en primer lugar.   

Presenta un tamaño de 0.6-0.7μM de largo por 0.3-0.4μM de ancho, que se reducen a 

0.06-0.07μM en la estructura terminal.  Su membrana celular está formada por 3 capas, y 

tal como ocurre con el resto de micoplasmas, al carecer de pared celular, es resistente a 

antibióticos betalactámicos y sensible a otros grupos como tetraciclinas, macrólidos o 

quinolonas. 
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A pesar de sus similitudes estructurales y antigénicas con M. pneumoniae, presenta un 

genoma marcadamente más reducido (580 kb vs 816 kb), con menor contenido G+C, y la 

secuenciación del mismo reveló que todos los marcos abiertos de lectura (en inglés open 

reading frames – ORFs) están presentes también en el genoma de M. pneumoniae. En 

cuanto a las adhesinas de ambos, la proteína MgPa presenta una homología de un 48% 

respecto a la adhesina P1 de M. pneumoniae . 

De forma similar a M. pneumoniae, su replicación es por fisión binaria. 

Respecto a los factores que influyen en su patogenia, además de los generales 

mencionados anteriormente, podemos destacar algunas características propias de esta 

bacteria. En su adhesión a las células a infectar participa un complejo proteico que incluye 

la proteína MgPa, uniéndose de esta forma a células epiteliales, hematíes (hemadsorción), 

espermatozoides o células Vero o Hep-2, así como a superficies de cristal o plástico. 

Su reducido genoma codifica proteínas específicas implicadas en el gliding motility, lo que 

hace pensar que este proceso debe estar directamente relacionado con su patogenia. Una 

hipótesis es que la motilidad facilitaría su penetración a través de la mucosa para la 

invasión de las células epiteliales, en las que una vez adherido, entraría de forma similar a 

C. trachomatis por endocitosis mediada por receptor a través de vesículas de clatrina. De 

esta forma, en el interior de la célula quedaría protegido de la acción del sistema inmune y 

los antibióticos, permitiendo el desarrollo de infecciones latentes o crónicas. 

A pesar de no estar demostrada su capacidad de producción de toxinas (a diferencia de su 

homólogo M. pneumoniae), posee una nucleasa de membrana dependiente de calcio que 

degrada los ácidos nucleicos del hospedador para utilizarlos como precursores de 

crecimiento y procesos patogénicos. 

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 daño celular o autoinmunidad, o si el haber padecido una infección previa por 

este último generará una respuesta inmune exagerada en una infección posterior por M. 

genitalium. Diversos estudios han corroborado que, a pesar de compartir diversos 

antígenos de superficie, los anticuerpos de una especie no proporcionan protección 

cruzada frente a la otra (83). 

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

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

concluyentes. 

1.3.2. Epidemiología 

Mycoplasma genitalium es un patógeno de transmisión sexual directamente relacionado 

con cuadros de uretritis no gonocócica (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 clínicas de salud sexual. 

Su transmisión es por contacto directo entre mucosas. Al no ser de declaración obligatoria, 

existen pocos datos en población general, ya que los estudios de prevalencia están 

focalizados a grupos poblacionales concretos.  

En nuestro país, solo existe un estudio sobre la prevalencia de este microorganismo en 

población de alto y bajo riesgo, en el que detectaron una prevalencia de M. genitalium del 

3,7% (84). El resto de información disponible se centra en subgrupos como los HSH y la 

presencia de cepas resistentes a macrólidos. 

En Estados Unidos se realizó una revisión 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., incluyó 3300 

participantes (sintomáticos y asintomáticos), de los cuales 1737 eran mujeres (edad media 

33 años) y 1563 eran hombres (edad media 29 años), 61% afroamericanos y 43.2% de la 

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

El metaanálisis realizado por Baumann et al. sobre la prevalencia de M. genitalium en 

diferentes grupos de población y distribución geográfica mundial concuerda con los datos 

del estudio previo. Se estimó una prevalencia de 1.3% en individuos de 16 a 44 años sin 

diferencias estadísticas entre ambos sexos en países desarrollados, valor que asciende a 

3.9% en países en desarrollo. En los diferentes subgrupos estudiados, se observó una 

prevalencia de 0.9% en gestantes, mientras que en el colectivo de HSH oscilaba entre un 

3.2-3.7% en función de si la muestra provenía de la comunidad o de una clínica 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 función de si las muestras provenían de 

la comunidad o de clínica especializada (87).  
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1.3.3. Síndromes clínicos 

La evidencia es sólida en cuanto a la clasificación de Mycoplasma genitalium como un 

patógeno del tracto genitourinario. Respecto a las infecciones a nivel sistémico, no existen 

estudios dada la dificultad para su cultivo in vitro. A continuación, haremos un repaso por 

los diferentes síndromes clínicos que puede causar esta bacteria, agrupándolos por el 

grupo de pacientes en el que se producen. 

1.3.3.1 En hombres 

Uretritis no gonocócica 

Es la segunda causa de UNG aguda tras C. trachomatis, produciendo ambos 

microorganismos una sintomatología más leve que en la causada por N. gonorrhoeae. Se 

ha detectado M. genitalium en el 15-25% de pacientes con UNG sintomática, respecto a 

un 5-10% en pacientes sin patología, y la carga bacteriana detectada por técnicas 

moleculares es significativamente mayor en pacientes sintomáticos (79). 

La asociación con UNGNC es aún más 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 patógenos habituales. 

M. genitalium es responsable también de una gran proporción de cuadros crónicos y 

recurrentes de uretritis. Su persistencia de hasta en un 40% de casos en hombres con 

UNGNC crónica, viene dada por el fallo de erradicación de la bacteria por tetraciclinas (y 

más recientemente por azitromicina), y por su localización intracelular, la cual le protege 

de la acción tanto del sistema inmune como de la terapia antibiótica (79). 

Proctitis 

El papel etiológico de M. genitalium en la proctitis es discutido. Se han realizado diversos 

estudios sobre este tópico, sin conseguir obtener una respuesta clara. Soni et al. realizaron 

un estudio en el que no encontraron asociación entre la detección rectal de M. genitalium 

y la presencia de síntomas (88) y Francis et al. solo encontraron una asociación débil (89). 

Bissessor et al. describieron que la carga bacteriana de M. genitalium era mayor en 

pacientes HSH con clínica de proctitis que en aquellos asintomáticos, y, entre ellos, mayor 

en los infectados por VIH (90). Read et al. tampoco encontraron una evidencia significativa 

entre la detección de M. genitalium y la presencia de sintomatología, destacando que el 

84% de las infecciones estaban causadas por cepas resistentes a macrólidos (91). A pesar 

de esto, y dado que las infecciones asintomáticas no requieren tratamiento, las guías 

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

etiológicos (92).   

Balanopostitis 

La inflamación del glande (balanitis) junto con la inflamación 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 crónica 

No existe evidencia suficiente para considerar a M. genitalium agente etiológico en los 

cuadros de prostatitis. Solamente se ha evidenciado su presencia en muestras prostáticas 

en dos estudios (94, 95), en los que la cantidad de pacientes positivos era muy escasa, por 

lo que las guías más actuales ya no mencionan esta patología.  

 

Epididimitis aguda 

La epididimitis aguda es una infección complicada que podría estar causada por M. 

genitalium, dada su detección durante un ensayo clínico de un antibiótico en pacientes con 

esta patología (96). Por analogía con C. trachomatis, etiología claramente establecida en 

este cuadro, M. genitalium podría 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 gonocócica 

Diversos estudios sobre mujeres que acuden a clínicas de salud sexual muestran una 

asociación positiva entre M. genitalium y uretritis. En los países nórdicos, es habitual el 

estudio de exudado uretral también en mujeres, pero dado que el número de casos es 

significativamente menor que en hombres, es necesaria la realización de más estudios para 

confirmar si M. genitalium causa síndrome uretral (disuria y frecuencia miccional en 

mujeres con orina estéril) o piuria sintomática o asintomática (79, 98). 

 

 



68 
 

Vaginosis bacteriana y vaginitis 

Así como M. hominis está implicado en cuadros de vaginosis bacteriana, el papel de M. 

genitalium no está 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 implicación 

debe estudiarse en profundidad (79). 

 

Cervicitis 

No existe un criterio estándar en la definición de cervicitis. A nivel clínico, 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, según 

diferentes trabajos) (79). Tras los estudios realizado por Moi et al. (98) y el metaanálisis de 

Lis et al. (99), la última guía europea recoge la cervicitis como una de las manifestaciones 

clínicas de M. genitalium en mujeres (92). 

 

Enfermedad inflamatoria pélvica 

La enfermedad inflamatoria pélvica (EIP) está considerada una de las principales 

complicaciones de la infección por M. genitalium. Este cuadro incluye la endometritis 

(infección del útero) y/o salpingitis (infección en las trompas de Falopio). La laparoscopia 

se considera la técnica de referencia para su diagnóstico, 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 diagnóstico. Múltiples estudios respecto a la implicación 

de M. genitalium en este cuadro se han llevado a cabo (79), y tal como ocurre en la 

cervicitis, el metaanálisis de Lis et al. (99) mostró una asociación positiva entre la infección 

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 

ascendía a 2.73 (95% IC, 1.60–4.66) si se excluían los estudios que incluían serología 

como método diagnóstico. 

 

Patología en la reproducción 
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Tal como ocurre en la enfermedad inflamatoria pélvica, el riesgo de parto pretérmino o de 

aborto espontáneo es dos veces mayor en las pacientes infectadas por M. genitalium (99). 

Estos eventos están causados por múltiples etiologías, y los microorganismos suponen 

solo una pequeña parte de estas. Dado que la prevalencia de M. genitalium es baja, no es 

coste-efectiva su detección rutinaria en las gestantes (quizá podría plantearse en mujeres 

con alto riesgo, con infecciones de transmisión sexual - ITS previas o múltiples parejas), ni 

se ha demostrado aún que el tratamiento disminuya los casos de parto pretérmino o aborto 

espontáneo. 

 

1.3.3.3 En ambos géneros 

Infertilidad 

Se han realizado múltiples trabajos dirigidos a comprobar si la infección por MG podría 

causar infertilidad. Los datos obtenidos son discordantes, y aunque todo parece indicar 

que esta bacteria está relacionada con el cuadro, se requieren más estudios para verificar 

este hecho (79, 99). 

 

1.3.3.4 Manifestaciones extragenitales 

Otra de las posibles manifestaciones es la artritis reactiva adquirida por vía 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 

acompañado por conjuntivitis, constituyendo la triada clásica del síndrome de Reiter, y es 

más frecuente en hombres. Aunque los estudios indican una diseminación hematógena de 

la bacteria (tal como ocurre en M. pneumoniae), los resultados no son concluyentes y se 

requieren más trabajos en esta línea (79).   

 

1.3.3.5 Influencia en la transmisión del VIH 

Tal como ocurre en otras ITS, M. genitalium podría tener un papel relevante en la 

adquisición y transmisión del VIH. Esta teoría surgió en 1990, año en que M. genitalium fue 

identificado en la sangre de un paciente con SIDA. Desde entonces, se han llevado a cabo 

múltiples estudios que muestran una posible relación causal. En la infección por M. 

genitalium se produce una respuesta inflamatoria con disrupción de mucosas, lo que podría 

aumentar la susceptibilidad o transmisibilidad del VIH. Además, M. genitalium puede 



70 
 

incrementar el efecto citopático causado por el VIH, estimulando la replicación viral (por 

tanto, acelerando la evolución 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 podría estimular la liberación o multiplicación viral (100).  

La mayoría de los estudios sobre este hecho están realizados en la cohorte de hombres 

HSH o en el África subsahariana (101, 102). 

 

1.4. Diagnóstico microbiológico de las infecciones causadas por M. 

pneumoniae y M. genitalium 

El diagnóstico microbiológico 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 patología causada. 

En el caso de M. pneumoniae, tanto por el tipo de clínica que produce como por sus 

características propias, disponemos de un mayor abanico de herramientas que pueden 

contribuir a su diagnóstico. Además de la sospecha clínica, poseemos no solo pruebas 

propias del laboratorio de microbiología, sino una serie de determinaciones 

complementarias muy útiles en el diagnóstico de los cuadros neumónicos. Por el contrario. 

en M. genitalium el diagnóstico se restringe fundamentalmente a las pruebas moleculares. 

Veamos en detalle las opciones diagnósticas para una u otra especie: 

Sospecha clínica 

En el caso de M. pneumoniae, dado que es una enfermedad relativamente frecuente en 

niños y adultos jóvenes, se debe sospechar su presencia en aquellos cuadros respiratorios 

de vías altas, y en adultos, especialmente en los que no han respondido a tratamiento 

previo con antibióticos betalactámicos. Otro indicio de esta infección es la tos persistente 

refractaria al tratamiento, o los cuadros de neumonía que no producen ninguna alteración 

radiológica significativa, especialmente en pacientes inmunodeprimidos. 

En M. genitalium, la sintomatología es similar a la producida por C. trachomatis, pero, a 

diferencia de la anterior, los criterios de a quién se le debe hacer el diagnóstico están 

restringidos. Al tratarse de un microorganismo altamente susceptible a la generación de 

resistencias antibióticas, el consenso general es realizar únicamente su diagnóstico (y, por 

tanto, su consiguiente tratamiento) a aquellos pacientes sintomáticos con el fin de evitar 

tratamientos innecesarios que pudiesen llevar a la generación de cepas resistentes. En la 
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Tabla 7 se recogen las principales indicaciones diagnósticas reflejadas en la Guía Europea 

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

Tabla 7: Recomendaciones diagnósticas 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. 

Recomendación Grado de 

evidencia 

Indicaciones para testar M. genitalium 

Hombres 

• Síntomas o signos de uretritis 

• Epididimo-orquitis aguda en <50 años 

• Proctitis tras excluir NG y CT 

1B 

Mujeres 

• Cervicitis mucopurulenta 

• Sangrado intermenstrual o post-coital 

• Disuria de etiología desconocida 

• Dolor pélvico agudo y/o EIP 

• Proctitis tras excluir NG y CT 

1B 

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 

a macrólidos  

1B 

Detección de resistencia a quinolonas no está indicada de rutina, pero sí tras fracaso 

terapéutico con moxifloxacino 

1D 

Muestras clínicas 

Primer chorro de orina en hombres y exudado vaginal en mujeres son muestras adecuadas y 

pueden ser recogidas por autotoma 

1B 

Muestras rectales solo en proctitis en las que se han excluído NG/CT 1D 

Testar muestras orofaríngeas no está recomendado 1D 

Especial control del medio de transporte y procedimiento de extracción de ácidos nucleicos 1C 

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

Pruebas complementarias 

Además de las técnicas microbiológicas per se, existen diversas pruebas complementarias 

que nos pueden ayudar en el diagnóstico de las infecciones causadas por M. pneumoniae: 

• Hemograma: aproximadamente un tercio de los pacientes presentan una 

leucocitosis moderada, una velocidad de sedimentación globular (VSG) elevada y 

en aquellos pacientes que desarrollen una anemia hemolítica, esta también se 

podrá visualizar.  
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• Crioaglutininas: históricamente, y antes de que apareciesen muchas de las 

técnicas diagnósticas disponibles hoy en día, la presencia de crioaglutininas era 

de alta utilidad en el diagnóstico de la neumonía atípica primaria, la cual era 

también conocida como “enfermedad de las aglutininas frías”. Esta determinación 

se podía 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 observarían coágulos, que revertían al subir la 

temperatura. Otro método más estandarizado era la determinación de su presencia 

por un enzimoinmunoensayo (ELISA). El problema es que la presencia de este tipo 

de anticuerpos es inespecífica (aparecen en otras enfermedades bacterianas o 

virales) y que solo están presentes en un 50% de pacientes, lo que hace que 

únicamente se recomiende su uso en casos de muy alta sospecha diagnóstica. 

• Radiología: la presentación radiológica de la neumonía atípica primaria es muy 

variable y similar a otras patologías respiratorias. La respuesta inflamatoria a la 

infección causa un infiltrado mononuclear que en la radiografía se observa difuso, 

en zonas perihiliares o lóbulos inferiores, con adenopatía hiliar y distribución 

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

• Anatomía patológica: en los casos en los que M. pneumoniae causa la muerte, el 

estudio post-mortem revela lesiones en el epitelio de las mucosas con ulceración 

y destrucción ciliar, así como edema bronquial, infiltrados alveolares y bronquiolitis 

obliterante. En casos muy severos se observó derrame pleural difuso o abscesos 

pulmonares. Los mecanismos que causan estas alteraciones son principalmente 

tres: la adhesión bacteriana en el epitelio respiratorio a través de los receptores de 

ácido siálico con el orgánulo de adhesión, que lesionaría directamente el epitelio y 

la actividad de los cilios; la toxina CARDS, que dañaría directamente el tracto 

respiratorio y provocaría un daño indirecto al desencadenar una respuesta 

inflamatoria potente; y en último lugar, la producción de autoanticuerpos por la 

alteración de las proteínas de la superficie de las células a las que se une la 

bacteria. 

 

Recogida de muestras para el diagnóstico  

Para el diagnóstico microbiológico de M. pneumoniae a través de cultivo o técnicas 

moleculares, las muestras adecuadas incluyen los frotis nasofaríngeos u orofaríngeos, así 

como la mayoría de las especímenes con origen en las vías respiratorias bajas (aspirados 
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traqueales, esputo, lavado broncoalveolar-BAL, biopsia pulmonar o líquido pleural). Entre 

ellas, el esputo es, por consenso en la mayoría 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 más común es la obtención de muestras de exudado 

faríngeo/nasofaríngeo por su simplicidad y porque en muchos casos, la patología 

respiratoria es “seca”, sin posibilidad de recolección de secreciones sin el uso de técnicas 

invasivas. En el caso de las infecciones con manifestaciones extrapulmonares, muestras 

como sangre, líquido cefalorraquídeo, biopsia de piel o tejido de cualquier órgano y líquido 

pericárdico son totalmente aptas para el proceso. 

En el caso de M. genitalium, durante años se defendió la utilización de muestras “de 

calidad” para el diagnóstico de las infecciones en mujeres, como son los exudados 

endocervicales, pero con el tiempo se ha comprobado que los exudados vaginales (incluso 

recogidos por la misma paciente) proporcionan resultados óptimos dada la alta sensibilidad 

de las técnicas empleadas. En los hombres, tanto la orina de la primera parte de la micción 

como los exudados uretrales o frotis rectales, en los casos de proctitis sin detección de N. 

gonorrhoeae (NG) y C. trachomatis (CT), son útiles para el diagnóstico. 

Independientemente del tipo de muestra escogido, un factor clave es su correcto transporte 

y conservación, con un medio (ya sea SP-4 o medio universal de transporte sin antibiótico 

que inhiba el crecimiento) que evite la desecación y conserve la viabilidad de la bacteria 

(en caso de solicitar cultivo) y de su material genético para su posterior detección por 

técnicas de amplificación genómica. Los escobillones deben ser de Dacron o polyester, 

nunca de alginato o algodón, porque estos últimos inhiben las pruebas moleculares. Una 

vez recibidas en el laboratorio, se pueden conservar refrigeradas durante un tiempo 

limitado o congeladas a -80ºC para asegurar la estabilidad tanto para técnicas moleculares 

como para cultivo. 

 

Cultivo 

Los micoplasmas requieren medios de cultivo complejos, que contengan esteroles, 

aminoácidos, ácidos 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 hidrólisis de urea. Los medios de cultivo (ya sean sólidos 

o caldos) incluyen en su composición caldo infusión cerebro-corazón, peptona, extracto de 

levadura, suero (bovino fetal, o de caballo), suplementos de aminoácidos, algún metabolito 

(glucosa, arginina o urea, en función de la especie buscada) y rojo fenol como indicador de 
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pH. El más utilizado es el comercializado SP-4, ya sea en formato líquido o agar, 

desarrollado por Tully et al. (103), y compuesto por caldo infusión cerebro-corazón, 

peptona, extracto de levadura, suero bovino fetal, varios suplementos (CMRL), antibióticos 

(para inhibir la contaminación acompañante), glucosa (como metabolito) y rojo fenol como 

indicador del pH. 

Como medio sólido, además 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 

bifásico (agar y caldo) comercializado (Mycotrim, Irving Scientific). En caso de preparación 

casera en el laboratorio de microbiología, se deben realizar controles de calidad de cada 

uno de los componentes y controles de cada nuevo lote preparado con cepas patrón o 

cepas de aislados clínicos con pocos pases.  

• 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 generación de aerosoles). Su detección en medio líquido 

SP4 se basa en su capacidad de hidrólisis de la glucosa, la cual acidificará el medio y 

producirá un cambio colorimétrico del indicador de pH, pasando de fucsia a naranja, y 

posteriormente a amarillo, sin ningún tipo de turbidez. Los caldos de cultivo se pueden 

incubar a 37ºC y sin requerimientos especiales, pero el crecimiento en medio sólido se ve 

favorecido por la incubación en presencia de CO2 al 5% y con las placas selladas para 

evitar la desecación del agar. 

Tanto la muestra original como los positivos o pases ciegos de medio líquido, deben 

inocularse también en placa de agar para poder observar con estereomicroscopio el 

crecimiento de pequeñas colonias esféricas de hasta 100µm de diámetro 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 líquido como la morfología de las colonias en 

agar corresponden con una identificación presuntiva de M. pneumoniae, pero para 

confirmarlo se deben realizar pruebas adicionales, como la reducción del tetrazolio, la 

hemadsorción de eritrocitos de cobaya, inhibición 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 realización de estudios epidemiológicos o de caracterización biológica y molecular, 
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pero en la actualidad no es imprescindible dada la evolución de las técnicas moleculares y 

la disponibilidad de herramientas como la secuenciación de genomas completos (Whole 

Genome Sequencing).  

A nivel diagnóstico, a pesar de que su especificidad es de un 100% siempre que se 

empleen los métodos adecuados para la identificación a nivel de especie, su interpretación, 

en caso de ser positivo, es compleja si se utiliza como prueba única, ya que la bacteria 

puede persistir en el paciente por periodos prolongados tras la infección aguda, en forma 

de portador asintomático. En caso de utilizarse como método diagnóstico, se debe 

complementar con algún otro tipo de prueba, como son la serología o las técnicas 

moleculares. El aislamiento de la bacteria en líquidos orgánicos teóricamente estériles sí 

que es valorable y confirmatorio de su papel etiológico. 

Por los motivos expuestos anteriormente, la mayoría de los laboratorios de diagnóstico 

clínico optan por otros métodos diagnósticos más rápidos y sencillos, quedando el cultivo 

relegado a centros de referencia o a nivel de investigación.   

• 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 investigación altamente especializados, 

dado que es extremadamente complejo y requiere líneas 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 detección de antígeno 
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Las técnicas de detección de antígeno presentan baja sensibilidad (60-68%) y 

especificidad, dada las reacciones cruzadas con otras especies de micoplasmas y la 

similitud antigénica entre M. pneumoniae y M. genitalium, por lo que su utilidad y aceptación 

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 

que el Pneumofast Ag (Internacional Microbio. Signes, France) ha sido el más utilizado. Su 

sensibilidad y especificidad, tomando como gold standard la serología, era bastante 

aceptable, pero la aparición de técnicas moleculares como la PCR ha hecho que la 

detección de antígenos haya quedado prácticamente en desuso. 

 

Técnicas serológicas 

La serología supone el método diagnóstico más ampliamente empleado en el diagnóstico 

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 válida. La ubicuidad de muchas de las especies hace que la 

interpretación de los títulos de anticuerpos sea compleja, ya que la existencia de estos (sin 

otra prueba complementaria positiva) no es significativa. Diversos métodos como 

inmunofluorescencia, enzimoinmunoanálisis, microinmunofluorescencia o métodos de 

inhibición metabólica para el diagnóstico 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 diagnóstico serológico de M. pneumoniae es necesario conocer la 

dinámica de la respuesta inmune a este tipo de infecciones. M. pneumoniae posee 

antígenos glucolipídicos y proteicos que provocan una respuesta inmune en el individuo 

afectado. El sistema inmune de los pacientes inmunocompetentes responde de manera 

rápida, consiguiéndose un pico de anticuerpos a las 3-6 semanas post-infección (en la 

primera semana IgM, que irá seguida de la producción de IgG en las dos semanas 

posteriores), y sus niveles irán bajando de forma progresiva a lo largo del tiempo (en un 

periodo de meses o incluso años). 

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 

detección de IgM es especialmente útil en la población pediátrica, en la que la probabilidad 

de exposición previa es relativamente menor que en la población adulta.  
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En los adultos infectados previamente, la respuesta inmune específica puede ser baja o 

carecer de IgM. Su ausencia no excluye la infección, 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 infección 

aguda, ya que sus niveles pueden mantenerse altos durante largos periodos de tiempo y 

podrían corresponder a una infección previa. 

Por tanto, el diagnóstico serológico de referencia se basa en la detección de 

seroconversión, es decir, del aumento de cuatro veces el título 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 detección de 

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

• Fijación del complemento (FC): fue una de las primeras técnicas empleadas en el 

diagnóstico serológico de M. pneumoniae. Empleaba como antígeno un extracto 

lipídico de M. pneumoniae o una suspensión de lisado bacteriano. Los resultados 

eran en muchas ocasiones inespecíficos, 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 título entre una 

muestra de fase aguda y una de fase de convalecencia o títulos 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). 

• Inmunofluorescencia (IF): son técnicas sencillas que permiten una cuantificación de 

los resultados. Su principal problema es que su lectura e interpretación son 

subjetivas y que algunas sustancias, como el factor reumatoide, pueden causar 

reactividad cruzada. 

• Aglutinación: estas técnicas utilizan partículas, ya sean de látex, gelatina o 

eritrocitos (en este caso, hablaremos de hemaglutinación), como soporte para una 

suspensión antigénica de M. pneumoniae. Detectan conjuntamente IgM e IgG y 

también permiten su cuantificación. Son de fácil realización y elevada especificidad, 

aunque los mejores resultados se consiguen realizando la determinación pareada 

de dos muestras seriadas. En 2003, Templeton et al. reportaron que una muestra 

de suero del inicio de la infección permitía 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 títulos ≥1/320 (107).  
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• Enzimoinmunoanálisis (EIA): son las técnicas más ampliamente utilizadas en los 

laboratorios clínicos. Emplean una amplia variedad de preparados antigénicos 

(proteínas purificadas, mezcla de antígenos crudos, péptidos sintéticos, 

glucolípidos purificados) y su fundamento siempre es el mismo: el suero del 

paciente se incuba en una fase sólida, en la cual está fijado el antígeno. La unión 

de anticuerpos específicos se revelará con el uso de un conjugado (anti-anticuerpo 

marcado con un enzima) y su sustrato correspondiente. Presentan una buena 

sensibilidad y permiten la detección 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 

utilización 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 infección aguda, pero se ha visto que su especificidad es baja 

(108). 

 

Tabla 8: Técnicas serológicas comerciales para la detección 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 

ensayo 

Ac detectados Equipamiento Descripción Ejemplos (referencias) 

EIA IgM/IgG  Espectrofotómetro Placa de microtitulación con 

Ag absorbido en poliestireno 

y conjugado marcado 

enzimáticamente. 

Cuantitativo 

Requiere poco volumen de 

muestra (<100µL) 

Adaptable al volumen de 

trabajo 

Inmunowell 

Mycoplasma IgM/IgG 

antibody (GenBio, San 

Diego, CA) 

EIA de 

membrana 

IgM/IgM+IgG Ninguno Membrana impregnada con 

antígeno, conjugado 

marcado enzimáticamente 

anti-IgG o IgM. 

Rápido 

 

Inmunocard (Meridian 

Bioscience, 

Inc.,Cincinnati, OH) 

M. pneumoniae IgG/IgM 

antibody test (Thermo 

Fisher, Lenexa, KS) 

AP IgM/IgG 

IgM+IgG 

Ninguno Partículas de látex/gelatina 

recubiertas de Ag, que en 

SerodiaMyco II 

(FujirebioDiagnostics, 

Inc., Malvern, PA) 
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presencia de Ac dan 

reacción visible. 

Cuantitativa (placa 

microtitulación) o cualitativa 

(tarjeta) 

IF IgM/IgG  Microscopio de 

fluorescencia 

Ag fijado a portaobjetos, 

conjugado específico anti-

IgG/IgM.Cuantitativa. 

Lectura manual (subjetiva) 

Mycoplasma antibody 

test system (Zeus 

Scientific, Inc., 

Branchburg, NJ) 

Abreviaturas: Ag, antígeno; Ac, anticuerpo; EIA, enzimoinmunoanálisis; AP, aglutinación de partículas; IF, 

inmunofluorescencia 

Con todos estos conceptos en mente, la selección de una técnica serológica está 

condicionada no solo por criterios funcionales (implantación en el flujo de trabajo del 

laboratorio, sensibilidad/especificidad, posibilidad de automatización…) sino que se debe 

tener en cuenta la dinámica de anticuerpos en esta infección y el tipo de población que 

debemos diagnosticar, ya que la sensibilidad diagnóstica podría variar. En niños pequeños, 

las técnicas que detectan IgM son claramente útiles, incluso empleándolas en muestra 

única. Esto facilita ampliamente el diagnóstico, ya que la patología producida en este grupo 

poblacional suele ser leve y en muchos casos se puede prescindir de una segunda analítica 

en la fase de convalecencia (109). 

 

Técnicas moleculares 

Los métodos moleculares son la técnica diagnóstica 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 diagnóstico, ya que 

como hemos referido anteriormente, el cultivo es extremadamente complejo (requiere de 

líneas celulares para su realización) y la serología no es útil al presentar múltiples 

reacciones cruzadas con otros micoplasmas. 

Mycoplasma pneumoniae 

Los primeros estudios sobre métodos moleculares para la detección de M. pneumoniae 

datan de finales de los años ochenta, y desde entonces han evolucionado aportando mayor 

sensibilidad, rapidez (obtención del resultado en el mismo día) y posibilidad de aplicación 

en muestras con alto número de bacterias acompañantes (que en el cultivo impiden y/o 

enmascaran el crecimiento de M. pneumoniae). Por esta razón, 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 óptima para el diagnóstico por PCR es el esputo, aunque el exudado faríngeo 

o nasofaríngeo (este último con mayor número de inhibiciones que el faríngeo) son las más 

utilizadas ya que la tos presente en la neumonía 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 número de técnicas disponibles, convencionales o a tiempo real, pero las 

técnicas caseras están quedando cada vez más relegadas a expensas de la amplia 

disponibilidad de reactivos comerciales, que en muchos casos pueden ser técnicas de PCR 

múltiple en paneles sindrómicos, que permiten el diagnóstico de neumonía por M. 

pneumoniae a la vez que de otros patógenos causantes de un cuadro clínico similar (por 

ejemplo, C. pneumoniae o L. pneumophila).  

Tabla 9: Test comerciales disponibles para la detección 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 detección 
Patógenos 
detectados 

Fabricante 

Loopamp Mycoplasma 
pneumoniae 
DNA amplification kit LAMP, turbidimetría M. pneumoniae 

Eiken Chemical, Tokyo, 
Japón 

Illumigene Mycoplasma 
Meridian BioScience, Inc., 
Cincinnati, OH, USA 

FilmArray RP 
PCR múltiple, 

microarray 

B. pertussis 
M. pneumoniae 
C. pneumoniae  

diversos virus respiratorios 

bioMérieux/Biofire 
Diagnostics, 
Inc., Salt Lake City, UT, 
USA 

Chlamylege 
PCR múltiple, 

hibridación 

M. pneumoniae 
C. pneumoniae 
Legionella spp. 

Argene, Inc. Shirley, NY, 
USA 

ArgeneChla/Myco pneumo 
assay 

PCR múltiple a 
tiempo real M. pneumoniae  

C. pneumoniae 

bioMérieux/Argene Marcy 
l’Etoile, Francia 

Mycoplasma/Chlamydophila 
pneumoniae real-time PCR kit 

PCR dúplex a tiempo 
real 

Diagenode, Liege, Bélgica 

Simplex M. pneumoniae 

PCR monoplex a 
tiempo real 

M. pneumoniae 

Focus Diagnostics, Cypress, 
CA, USA 

Mycoplasma pn. Q-PCR Alert 
Nanogen Advanced 
Diagnostics, 
Buttigliera Alta, Italia 

Venor MP 
PCR monoplex con 
gel de agarosa o a 

tiempo real 

Minerva BioLabs, Berlín, 
Alemania 

Genaco Resplex I 
PCR múltiple a 

tiempo real 

M. pneumoniae 
C. pneumoniae 
L. pneumophila 
H. influenzae 

Qiagen, Venlo, Países Bajos 
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N. meningitidis 

RespiFinder 19 
PCR múltiple, 

electroforesis capilar 
M. pneumoniae 
C. pneumoniae 
L. pneumophila 

B. pertussis 
several viruses 

Patho Finder, Maastricht, 
Países Bajos 

RespiFinder SMART 22 

PCR múltiple a 
tiempo real 

Allplex™ 
PneumoBacter Assay 

M. pneumoniae  
C. pneumoniae  
L. pneumophila 

B. pertussis 
 B. parapertussis  
S. pneumoniae 
H. influenzae 

Seegene Inc., Seoul, Korea 
Seeplex® PneumoBacter ACE 
detection 

M. pneumoniae 
 C. pneumoniae 
 L. pneumophila  

B. pertussis,  
S. pneumoniae 
 H. influenzae 

Anyplex™ II RB5 Detection 

M. pneumoniae 
 C. pneumoniae  
L. pneumophila  

B. pertussis  
B. parapertussis 

GeneProof M. pneumoniae 

PCR monoplex a 
tiempo real 

M. pneumoniae 

GeneProof, Brno, República 
Checa 

BactoReal Mycoplasma 
pneumoniae 

Ingenetix GmbH, Vienna, 
Austria 

M. pneumoniae LightMix kit 
TIB MolBiol, GmbH, Berlín, 
Alemania 

BD Probe Tec ET 
Desplazamiento de 
hebra, fluorescencia 

BD Diagnostics, Sparks, 
MD, 
USA  
 

NucliSENS Easy Q Multiplex NASBA 
M. pneumoniae  
C. pneumoniae 

bioMérieux, Marcy l’Etoile, 
Francia 

 

Además de las técnicas clásicas de PCR, podemos encontrar diversas tecnologías 

adicionales, como son la LAMP (loop-mediated isothermal amplification), que utiliza una 

temperatura constante para la amplificación del DNA, la cual es detectada por un aumento 

de turbidez por depósitos de pirofosfato de magnesio. Al no existir variación de 

temperatura, es un método más sencillo y barato, adecuado para aquellos laboratorios que 

no poseen instalaciones adecuadas o personal formado en la realización de PCR. Otro de 

los métodos disponibles es el NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification), 

basado en la detección de RNA por un proceso complejo que incluye la síntesis de DNA a 

través de una transcriptasa reversa en condiciones isotérmicas. 

Independientemente de la metodología utilizada, controlar la calidad de los procesos es 

esencial para evitar la aparición de resultados falsos positivos (contaminación cruzada, 

sobre todo en PCR convencional) o falsos negativos (sustancias inhibidoras de PCR, 

preparación incorrecta de reactivos o condiciones de PCR o de extracción 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 

ningún tipo de patología, el diagnóstico de M. pneumoniae con técnicas moleculares no 

debe realizarse de forma aislada, sino en conjunto con otras técnicas como la serología, y 

teniendo en cuenta el tipo de paciente y la clínica que presenta. 

Por ejemplo, en el caso de tener un resultado de PCR positiva con una serología negativa, 

existen múltiples explicaciones plausibles: que se trate de un paciente de edad avanzada 

o niños muy pequeños con baja respuesta inmune o que la muestra de suero se haya 

tomado muy al inicio de la infección, correspondiendo con el periodo ventana para la 

síntesis de anticuerpos.  

También podría ocurrir el caso contrario: una PCR con resultado negativo y una serología 

positiva, lo que podría ocurrir tras tratamiento antibiótico, ya que los anticuerpos 

permanecen elevados durante periodos prolongados tras la infección (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 infección activa o está colonizado, por lo 

que la combinación de métodos diagnósticos parece la opción más acertada para no 

sobreestimar los diagnósticos por M. pneumoniae. 

 

Mycoplasma genitalium 

 

En el caso de M. genitalium, las técnicas de amplificación de ácidos nucleicos suponen la 

herramienta principal de diagnóstico. Su principal diana es la adhesina MgPa. A pesar de 

estar comercializados numerosos reactivos para la detección por PCR en tiempo real, 

muchos de ellos no están aprobados por la FDA (112) y los que poseen marcado CE se 

basan en una validación limitada. 

 

La mayoría de los kits de PCR son en tiempo real, y pueden contener M. genitalium como 

diana única (aunque normalmente no solo proporcionan la detección del microorganismo, 

sino que detectan las principales mutaciones asociadas a resistencia antibiótica) o de tipo 

multiplex, que permiten el diagnóstico sindrómico de las infecciones de transmisión sexual 

con la detección simultánea de los principales patógenos asociados. En este último caso, 

en caso de detectar M. genitalium, habría que realizar posteriormente el análisis molecular 

de resistencia antibiótica. 
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A diferencia con M. pneumoniae, en el caso de M. genitalium no existen como tal los 

portadores asintomáticos, sino que todos los pacientes son infectados, sintomáticos o 

asintomáticos, pero el manejo de cada grupo es totalmente distinto. Dado el potencial de 

este microorganismo de convertirse en una de las próximas superbacterias 

multirresistentes a la mayoría de las opciones terapéuticas, la guía europea de 2021 

recomienda su búsqueda únicamente en pacientes sintomáticos, 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 diagnóstico sindrómico 

se emplea en ocasiones para cribados poblacionales en búsqueda de C. trachomatis. En 

este tipo de poblaciones, en caso de detectar M. genitalium, solo debe ser tratado si se 

constata la presencia de sintomatología con el objetivo de minimizar la generación de 

resistencias. 

 

Respecto al tipo de muestra en el que se debe realizar el diagnóstico molecular, es 

complicado decantarse debido a que la rentabilidad de la muestra analizada está 

directamente relacionada con el tipo de método de extracción y PCR empleada 

posteriormente.  

Según la  actual Guía Europea para el manejo de las infecciones causadas por M. 

genitalium (92), la orina de primera micción 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 localización de elección en caso de tener una 

única muestra de la paciente (79). Los exudados rectales también son una muestra óptima 

especialmente en el caso de HSH, en los que hasta un 70% de las infecciones en esta 

localización no serían detectadas si no se recoge este tipo de muestra (ya que 

habitualmente presenta poca sintomatología). Sin embargo, dado el elevado riesgo de 

resistencia combinada a macrólidos y quinolonas en este colectivo, en la actualidad solo 

se recomienda la búsqueda de M. genitalium en pacientes con proctitis sintomática en los 

que se hayan descartado los patógenos más habituales (C. trachomatis y N.gonorrhoeae) 

(92). Otras muestras, como el fluido epididimal, la biopsia prostática o muestras tubáricas 

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

 

Nuevos métodos diagnósticos 

Entre las nuevas tecnologías disponibles para el diagnóstico se encuentra el espectrómetro 

de masas tipo MALDI-ToF (Matrix-assisted laser desorption/ionization- time of flight). Este 

método se utiliza de manera rutinaria en muchos laboratorios clínicos para la identificación 
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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 señalan que la 

concordancia de identificación 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 función de 

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

Otras tecnologías con amplio potencial son el NA-SERS (nanorod array-surface enhanced 

Raman spectroscopy), que en los estudios realizados ha mostrado capacidad para la 

identificación y tipado de M. pneumoniae de forma simultánea, lo que la convierte en una 

posible herramienta de nueva generación para su futura aplicación a nivel diagnóstico, y la 

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR).  

Esta última se trata de una técnica fenotípica introducida en los años 50, que permite la 

diferenciación de los microorganismos basándose en la comparación de los patrones de 

absorción de la luz infrarroja tras la aplicación de la transformada de Fourier (115). Estos 

patrones varían en función de los grupos funcionales presentes en las biomoléculas, como 

son las proteínas, lípidos o carbohidratos, contribuyendo estos últimos de forma más 

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

El FTIR se ha aplicado ampliamente en investigación biomédica, especialmente en el 

campo del cáncer por su capacidad de detectar alteración celular, y más recientemente a 

nivel microbiológico para la caracterización de brotes causados por cepas multirresistentes 

(116).  

Respecto a los micoplasmas, esta técnica se ha empleado como método de detección de 

contaminaciones de cultivos celulares por distintas especies de Mycoplasma, pero aún no 

se han descrito estudios aplicados al diagnóstico clínico (117, 118). 

 

1.5. Estudios epidemiológicos: técnicas de tipado molecular de 

cepas 

Mycoplasma pneumoniae y Mycoplasma genitalium poseen genomas de pequeño tamaño, 

y a pesar de su similitud genética, los estudios epidemiológicos sobre M. pneumoniae son 

numerosos, frente a la escasa información disponible para M. genitalium. Ambos poseen 

regiones con un elevado número 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 caracterización de las principales 

proteínas de adhesión de cada especie, o bien a las regiones con alto número 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 índice de discriminación (ID) de una técnica de tipado debe ser igual o 

superior a 0.9 para considerarla como adecuada para la correcta diferenciación entre 

cepas.  

Todas estas técnicas parece que serán desplazadas por la secuenciación masiva, con 

mayor poder de discriminación, que podría utilizarse tanto en rutina clínica como en el 

estudio de brotes y diseminación de cepas resistentes.  

Además de las anteriores, otras técnicas han sido desarrolladas, pero no empleadas de 

forma general, como la PCR con análisis de curvas de melting o la pirosecuenciación para 

diferenciar los diferentes genotipos de p1 en M. pneumoniae. Asimismo, el el MALDI-ToF 

se ha mostrado útil tanto para la identificación de esta bacteria como para la diferenciación 

de los dos principales subtipos, y el NA-SERS o el FTIR, descritas en el apartado de 

diagnóstico, también están en pleno desarrollo para su empleo en la caracterización de las 

cepas (119). 

Describamos a continuación las principales técnicas de caracterización molecular: 

1. Tipado de genes codificantes de proteínas de adhesión: 

En ambos micoplasmas, la secuenciación de los genes codificantes de proteínas 

de adhesión ha sido el método más utilizado para la caracterización molecular.  

En el caso de M. pneumoniae, la secuenciación del genoma de la proteína P1 para 

la clasificación en los subtipos 1 y 2 ha sido llevada a cabo por diversas tecnologías 

que han ido evolucionando con los años. 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 confirmó la presencia de dos tipos principales de cepas 

(119). Posteriormente aparecieron otros métodos más dirigidos que permitían una 

mayor diferenciación, como los polimorfismos de longitud de fragmentos de 

restricción (RFLP) o la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), que 

requerían 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 

permitía obtener la cantidad de ácidos 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 metodologías, como la electroforesis en 

gel con gradiente de desnaturalización (DGGE) o el análisis en la variación de 

temperaturas de fusión (high resolution melting – HRM), que permite visualizar las 

mutaciones por diferencias de temperatura de fusión entre la cepa salvaje (wild-

type) y las cepas mutadas.  

La secuenciación masiva, con alto poder discriminatorio, ha permitido analizar en 

profundidad el genoma del microorganismo, detectando múltiples variaciones entre 

los subtipos 1 y 2 no solo a nivel de los elementos repetitivos. Aun así, 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 clínico que implica la 

detección de uno u otro subtipo. Por ejemplo, se ha constatado que ambos subtipos 

producen distintos tipos de biofilm, o que el subtipo 2 podría tener una mayor 

expresión de toxina CARDS. Las líneas de investigación actuales se centran en 

encontrar si existe relación entre los subtipos de P1 y la gravedad clínica de los 

cuadros o la resistencia antibiótica, pero actualmente se requieren más estudios 

para demostrar las premisas anteriores. 

2. 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 

caracterización genómica, al haber demostrado poseer un poder discriminatorio 

adecuado, además de ser reproducible y estable. A diferencia de M. pneumoniae, 

la caracterización de esta región ha generado cerca de 250 subtipos descritos en 

la actualidad, confirmando la variabilidad de esta región por sus polimorfismos. El 

ID empleando el gen mgpB oscila entre 0.82 y 0.99. Genotipado de polimorfismos 

de nucleótido único (SNPs): la diferenciación de subtipos no está restringida a los 

genes de las adhesinas de ambas especies, sino que existen otros loci o SNPs 

tributarios de ser analizados, como son el 16S rRNA, el 23S rRNA, la región 

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 pirosecuenciación (técnica que trataremos en detalle más 

adelante) han permitido la correcta clasificación de los subtipos.  



87 
 

Tal como referíamos en el apartado previo, los estudios realizados en M. genitalium 

están basados en la búsqueda de este tipo de polimorfismos. En 2006, la 

caracterización molecular de las cepas por SNPs del gen mgpB sirvió para 

demostrar la transmisión sexual de este patógeno (121). Los estudios actuales 

buscan evaluar la dinámica de transmisión de este patógeno, así como la relación 

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

3. 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 análisis de 5 regiones de repeticiones en tándem (variable-number 

tandem-repeat – VNTR) que clasificó como loci Mpn1 y Mpn13-16, polimórficas, 

pero con alta estabilidad. Esto hizo que se convirtiese en un método adicional de 

clasificación para M. pneumoniae , ya que proporcionaba más información que el 

subtipado de la proteína P1 y poseía un ID de 0.92. El inconveniente que presenta 

es que, de las 5 regiones, el locus Mpn1 es inestable, por lo que muchos autores 

propusieron la creación de un esquema de MLVA que incluyese los otros cuatro 

locus (Mpn13-Mpn16). Esto redujo el poder discriminatorio de la técnica al disminuir 

el número de patrones de MLVA, pero mejoró significativamente la robustez de la 

técnica. Este nuevo esquema de tipado reveló que los patrones más comunes en 

los últimos 10 años en diversas partes del mundo fueron el 4-5-7-2, 3-5-6-2 y 3-6-

6-2. Algunos estudios encuentran una relación estadísticamente significativa entre 

el patrón 4-5-7-2 y una mayor tasa de resistencia a macrólidos (125). Dado que en 

la actualidad se dispone de técnicas de secuenciación masiva, uno de los objetivos 

es la búsqueda de nuevos locus para ampliar el esquema de MLVA y aumentar su 

poder discriminatorio. La aplicación del MLVA con 4 ó 5 loci puede depender del 

objetivo deseado: para estudios epidemiológicos a largo plazo o globales, el 

esquema estable de 4 regiones es el adecuado, mientras que para estudios 

epidemiológicos a corto plazo, el esquema completo aporta una información más 

precisa (126).  

En M. genitalium se ha empleado el estudio de regiones cortas repetitivas en el gen 

MG309, el cual codifica para una lipoproteína de superficie y que posee un índice 

de discriminación entre 0.84 y 0.95 (119).  El 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 realización de estudios de 

transmisión en este patógeno. El análisis de SNPs en mgpB es el recomendado 
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para estudios epidemiológicos, y la combinación de esta técnica con el estudio de 

las repeticiones cortas (short tandem repeat) del gen MG309 podría ser utilizado en 

estudios que se focalicen en redes de transmisión sexual concretos por su elevado 

poder de discriminación (ID≥0.95) (127).  

4. Multilocus Sequence Typing (MLST): esta técnica de tipado se ha empleado 

únicamente en M. pneumoniae y se desarrollaron dos métodos basados en el 

análisis de polimorfismos de 8 genes (MPN003, MPN185, MPN246, MPN307, 

MPN528, MPN576, MPN600 y MPN628) que codifican para proteínas constitutivas 

(128) o para proteínas constitutivas (MPN004, MPN050, MPN168, MPN246 y 

MPN516), lipoproteínas (MPN442 y MPN582) y la adhesina P1 (MPN141) (129). 

Ambos métodos pueden ser utilizados tanto en la caracterización de cepas 

obtenidas por cultivo como a partir del extraído de DNA de muestras positivas (130), 

proporcionando un código numérico o un perfil de mutaciones puntuales 

comparable entre diferentes laboratorios. Además, el estudio de Brown et al. diseñó 

una base de datos que incluía todos los genotipos detectados por MLST y la 

comparación 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 proteína P1. No requieren cultivo, pero la parte de 

secuenciación tiene precio elevado y es muy laboriosa.  

Para evitar los inconvenientes de secuenciación de la técnica anterior, surgió la 

tecnología SnaPshot, que también analiza 8 genes y que detecta SNPs por una 

emisión de fluorescencia. Su tiempo de realización es de solamente unas 7 horas 

a partir de DNA extraído, por lo que se puede emplear en muestras clínicas sin 

necesidad de cultivo. Su poder discriminativo es también superior al esquema de 

MLVA en 4 regiones (44).  

 

 

1.6. 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 

intrínsecamente resistentes a aquellos antibióticos que interfieren en su proceso de 

síntesis, como son los antibióticos betalactámicos, los glucopéptidos o la fosfomicina. 

Además, otros antimicrobianos como son el trimetoprim, sulfonamidas, rifampicina, 
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polimixinas, ácido nalidíxico y algunas oxazolidinonas, como el linezolid, también son 

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

Los antimicrobianos que clásicamente se han empleado en su tratamiento son aquellos 

que actúan inhibiendo la síntesis de proteínas a nivel del ribosoma bacteriano, como son 

macrólidos, ketólidos, estreptograminas y tetraciclinas, o aquellos que inhiben la replicación 

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

A continuación, se exponen los diferentes matices existentes en cada especie en relación 

con el tratamiento de las infecciones que producen. 

Mycoplasma pneumoniae 

En los años 60, cuando se describieron las primeras infecciones causadas por M. 

pneumoniae, existía cierta tendencia a asumir que el tratamiento antibiótico no era 

necesario por tratarse de una enfermedad autolimitada que se resolvía sin necesidad de 

antimicrobiano. Con el paso de los años, se ha comprobado que la administración de 

antibióticos reduce tanto la duración de los síntomas respiratorios como la transmisión de 

la bacteria. 

A nivel general, macrólidos y ketólidos son los antimicrobianos más potentes frente a M. 

pneumoniae, con concentraciones mínimas inhibitorias (CMIs) ≤0.001 µg/ml. Claritromicina 

y azitromicina han sido utilizadas ampliamente, dado que ambas mejoran la tolerabilidad 

que tenía eritromicina y, además, la azitromicina tiene mayor semivida plasmática, 

permitiendo cursos de 5 días de tratamiento.  

En cuanto a las tetraciclinas, tanto doxiciclina como tetraciclina son activas (siendo 

doxiciclina más potente con CMIs ≤0.25 µg/ml) y deben considerarse en los casos con 

afectación a nivel del sistema nervioso central. El uso de estos antimicrobianos irá 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 macrólidos (0.06-0.125 µg/ml, 

dentro del rango de sensibilidad), y dada su actividad bactericida, su uso está indicados en 

la erradicación de infecciones en pacientes inmunodeprimidos o en infecciones 

extrarrespiratorias. 

Durante muchos años, los macrólidos han sido el tratamiento de elección en las infecciones 

causadas por M. pneumoniae, sobre todo en niños en los que las quinolonas y las 

tetraciclinas están contraindicadas por su potencial toxicidad.  
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A pesar de todo, la situación más habitual en los servicios médicos (ya sea en atención 

primaria u hospitalaria), es la de atender a un paciente con clínica de NAC cuya etiología 

es desconocida en ese momento, y que requiere de un tratamiento empírico. En adultos 

con buen estado general, lo habitual es prescribir un tratamiento que cubra los principales 

agentes causales del cuadro clínico (S. pneumoniae, M, pneumoniae, C. pneumoniae y L. 

pneumophila), como es la combinación de un betalactámico con un macrólido (amoxicilina 

o amoxicilina/ác. clavulánico más azitromicina o claritromicina) o una fluoroquinolona en 

monoterapia levofloxacino o moxifloxacino). En pacientes que requieran ingreso, se puede 

optar por una fluoroquinolona en monoterapia, o, lo más habitual, la combinación de un 

antibiótico betalactámico (ceftriaxona o cefotaxima) con una fluoroquinolona o 

amoxicilina/ác. clavulánico con un macrólido (131). Esta información, así como otras 

posibles situaciones (ingresos en unidades de cuidados intensivos, broncoaspiración…) 

quedan detallados en la Tabla 10: 

Tabla 10: Tratamiento de la NAC en adultos. Extraída de: R. Menéndez et al. Arch Bronconeumol. 

2010;46(10):543–558 

 

En niños, el tratamiento empírico de elección en las formas típicas leves es la amoxicilina 

oral, a dosis de 80mg/kg/día, y en las graves se recomienda la combinación de 

cefalosporina de tercera generación y cloxacilina (o clindamicina o vancomicina) por vía 

intravenosa. En las formas atípicas, se optará por un macrólido en mayores de 5 años 

(132).  

Tabla 11: Tratamiento de la NAC en niños. Extraída de: A. Andrés-Martín et al. Arch Bronconeumol. 

2020;56(11):725–741 
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En caso de una alta sospecha clínica o que el diagnóstico microbiológico confirme la 

presencia de M. pneumoniae, el tratamiento de elección en nuestro país sería un macrólido. 

Fue a partir de los años 2000, cuando se describieron por primera vez cepas resistentes a 

macrólidos en Japón por el uso extendido de este tipo de antimicrobianos, con su 

consecuente problemática. Desde su aparición, se extendieron en gran proporción por toda 

Asia (donde, en la actualidad, entre el 90 y el 100% de las cepas son resistentes a 

macrólidos), 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 Italia (138). 

Ante esta situación, el uso de macrólidos 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 macrólidos a pesar de estar infectados por una de estas 

cepas. Pero, por otro, la duración de la fiebre, la estancia hospitalaria y los síntomas 

respiratorios es superior, así como el incremento de complicaciones extrarrespiratorias 

(139). 

En España, dada la baja prevalencia de cepas resistentes, la azitromicina continúa siendo 

la primera línea de tratamiento (132). Como la detección de patrones de resistencia en 

general no suele hacerse de forma rutinaria, el marcador de buena evolución con el 

macrólido es la desaparición de la fiebre en 48-72h. En los casos en que se acredite la 
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presencia de una cepa resistente a macrólidos, la doxiciclina o las fluroquinolonas serían 

la alternativa de tratamiento, teniendo en cuenta que en niños muchas veces la infección 

se resuelve de forma espontánea y que, en general, no se recomienda el uso de estos 

antimicrobianos por sus potenciales efectos adversos. El uso de estas dos alternativas sí 

que es una opción en aquellas regiones con un elevado porcentaje de resistencia a 

macrólidos, como es Japón, donde las guías para el tratamiento de las infecciones 

respiratorias incluyen el uso de tosufloxacino o minociclina (esta última en niños mayores 

de 7 años) en los casos de evolución desfavorable tras el uso de azitromicina (140). 

La duración de la terapia no está bien establecida, y a menudo se basa en la evolución de 

los síntomas, ya que el hecho de que la bacteria persista en el organismo no es indicador 

de mala evolución. Lo habitual es que los tratamientos sean más prolongados en pacientes 

con algún tipo de inmunosupresión, y que en el caso de presentarse complicaciones 

extrarrespiratorias se utilice algún otro fármaco 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 macrólidos en los que 

no exista otra alternativa válida (142). 

 

Mycoplasma genitalium 

La resistencia antibiótica en Mycoplasma genitalium es un problema de interés a nivel 

mundial. El incremento rápido en la resistencia a macrólidos, así como la aparición de 

resistencia en fluoroquinolonas en los últimos años, condiciona y limita las opciones 

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

Machalek et al. publicaron en 2020 un metaanálisis acerca de las resistencias a macrólidos 

y quinolonas en M. genitalium a nivel mundial (143), observando una prevalencia general 

en la resistencia a macrólidos en torno a un 51%, lo que contrasta con las cifras disponibles 

hasta el año 2010, donde este valor era de un 10%. Este aumento está justificado por el 

empleo de azitromicina en monodosis de 1g para el tratamiento sindrómico y etiológico de 

las ITS introducido en los años 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 según la 

región analizada, con un 27.5% de media en Europa que aumenta hasta estar en torno al 

50% en Australia, Japón o la región de las Américas (Canadá, Cuba y EEUU). En nuestro 

continente, la zona más estudiada son los países nórdicos, donde destaca una gran 



93 
 

diferencia entre los niveles de resistencia a macrólidos 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 países europeos, en los que la 

azitromicina ha sido el tratamiento más utilizado (143, 144). 

 

Figura 6: Mapa de prevalencia de mutaciones puntuales en el 23S rRNA asociadas a resistencia a macrólidos. 

Imagen extraída 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 está tan extendida como la resistencia a macrólidos, pero 

el aumento descrito en los últimos años hace que también sea motivo de preocupación, al 

tratarse de la segunda línea de tratamiento. A pesar de que el porcentaje de resistencia a 

quinolonas parece mantenerse estable en Europa, en torno a un 8% en los últimos años, 

las cifras en América (10.1%) y especialmente en Asia (14.3%) son más elevadas. En 

Japón, por ejemplo, este porcentaje pasó 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 extraída 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 

antibióticos es de un 3%. La monitorización de la evolución de este tipo de resistencias 

junto con un uso prudente de los antibióticos 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 macrólidos y fluoroquinolonas. Imagen extraída 

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 proporción de cepas resistentes no es homogénea en toda la 

población, 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 

periódicamente en clínicas de salud sexual. Ambos grupos están más expuestos a las ITS 

y sometidos a un mayor número de tratamientos antibióticos, situación que propicia la 

aparición de cepas resistentes. 

El tratamiento recomendado en la actualidad en las infecciones causadas por M. genitalium 

está recogido en la guía europea publicada en 2022 por Jensen et al., “2021 European 

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

Durante muchos años, los tratamientos administrados a los pacientes que acudían a una 

consulta con sospecha de ITS incluían combinaciones de betalactámicos con macrólidos, 

principalmente azitromicina 1g en monodosis, con objeto de cubrir de forma empírica 

agentes como C. trachomatis (CT). La tasa de curación de esta pauta es de un 85% en 

cepas sensibles a macrólidos, 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 empírica en el tratamiento de las ITS o en infecciones por cepas 

resistentes en las que no se realiza test de curación (test of cure – TOC), ha 

desencadenado la aparición y expansión rápida de cepas de M. genitalium resistentes a 

macrólidos, candidato a convertirse en una superbacteria resistente a la mayoría de los 

tratamientos disponibles en un futuro próximo.  

El tratamiento de las infecciones urogenitales causadas por M. genitalium tiene como 

objetivo tanto limitar su diseminación por vía sexual como prevenir las potenciales 

complicaciones, como la enfermedad inflamatoria pélvica o la infertilidad tubárica (92). Tal 

como referíamos en M. pneumoniae, las opciones terapéuticas se limitan a los macrólidos, 

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 

que se administran 500mg el primer día, seguido de 250mg los días 2 a 5 de tratamiento. 

Este tipo de pauta sería igualmente eficaz para CT. En los casos en que se detecte una 
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cepa resistente o se haya administrado sin éxito la monodosis de 1g de azitromicina, el 

hecho de aumentar la dosis total de azitromicina a 1.5g, así como la dosificación extendida 

o el uso de otros macrólidos no es una opción válida. 

La tasa de resistencia a macrólidos en M. genitalium es variable en función de la 

localización geográfica 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). Además, en aquellas regiones en las que la pauta de azitromicina 1g en 

monodosis es la utilizada para el tratamiento de uretritis no gonocócica, lo habitual es 

encontrar del 30-45% de cepas mutadas. 

Moxifloxacino constituye la segunda línea de tratamiento, posee acción bactericida y una 

tasa de curación cercana al 100% en cepas susceptibles (administrando 400mg/día, 

durante 7 días). 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 

macrólidos, limitando las opciones de tratamiento disponibles. Para este tipo de casos 

tenemos dos opciones de tercera línea: pristinamicina y doxiciclina. 

En la pristinamicina se administran cuatro dosis de 1g al día, durante 10 días, consiguiendo 

una tasa de curación de un 75%. La doxiciclina es otra opción de tratamiento de tercera 

línea, con pautas de 100mg, dos veces al día, durante 14 días, pero no se han realizado 

estudios sistemáticos que evalúen su eficacia. 

Diversos estudios han observado también que la tasa de curación 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 macrólidos (146). Este algoritmo se 

basa en la detección simultánea del microorganismo y las principales mutaciones 

asociadas a resistencia a macrólidos, para adecuar el tratamiento del paciente y conseguir 

la curación. Dado que, en los años previos, las principales guías terapéuticas habían 

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 clínica compatible o de cervicitis o proctitis, 

se les administró doxiciclina (100mg, 2 veces al día, durante 7 días), 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 macrólidos, en el caso de que la cepa fuese 
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sensible, los pacientes recibían 2.5g de azitromicina (dosis de 1g día 1, seguida de 500mg 

en los días 2-4) y en aquellos pacientes en los que la cepa de M. genitalium tenía 

mutaciones asociadas a resistencia a macrólidos, se les administraba sitafloxacino (100mg, 

2 veces al día, durante 7 días). Este esquema de doxiciclina seguido de RGST consiguió 

la curación de hasta el 92% de los pacientes, con mínima selección de mutantes 

resistentes.  

Este tipo de terapia es el recomendado en la actualidad en las guías de Australia (147) y 

de Reino Unido (148), pero la actual guía europea únicamente recomienda este esquema 

en aquellos casos que requieran tratamiento inmediato y no se disponga aún de resultados 

microbiológicos. Las principales discrepancias de la actual guía europea con el RGST 

recomendado en Australia o Reino Unido se fundamentan en que no se ha demostrado 

que el uso de una mayor dosis de azitromicina (2.5g versus 1.5g) o mayor duración de la 

terapia con quinolonas (10 días versus 7 días) produzca mejores resultados, siendo 

además a priori contraproducente por la posibilidad de selección 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 diagnóstico 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 antibiótica y técnicas para la detección de 

resistencias 

Los Mollicutes son bacterias con alta capacidad de adaptación y supervivencia bajo 

condiciones extremas o de estrés, que adquieren resistencias antibióticas de forma fácil y 

rápida. 

Su pequeño tamaño, su evolución rápida por reducción genómica y su limitada capacidad 

biosintética dificultan el descubrimiento de mecanismos de resistencia. Además, su 

elevada tasa de mutación, su resistencia natural a determinadas clases de antibióticos y 

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

contribuyen a este hecho (149). 

En general, los mecanismos de resistencia antibiótica bacteriana se basan en la 

modificación de la diana del antibiótico, la neutralización del antimicrobiano o la expulsión 

de este para evitar su acumulación en el interior celular.  Estas resistencias pueden ser 

propias (intrínsecas), adquiridas del exterior o adaptativas, que se expresan en función de 

la situación: 

• Resistencia intrínseca: supone la resistencia natural de una bacteria frente a un 

antimicrobiano, con objetivo de prevenir sus efectos tóxicos en la célula. Este grupo 

incluye las bombas de expulsión, la degradación o modificación del antibiótico (o 

de su diana) o la ausencia de esta. Los genes que codifican este tipo de 

resistencias están habitualmente localizados a nivel cromosómico. Este tipo de 

resistencias están presentes en los Mollicutes a diversos niveles (149): 

o Carencia de pared celular: resistencia a antibióticos que actúan en la 

síntesis de esta, como son los betalactámicos, glucopéptidos, fosfomicina 

o bacitracina. 

o Modificación de la estructura de 16S rRNA en M. genitalium: disminuye su 

sensibilidad a las tetraciclinas. 

o Carencia de polisacáridos en la membrana celular: resistencia a polimixina 

A. 

o Carencia de enzimas para la síntesis de ácido fólico: resistencia a 

trimetoprim y sulfonamidas. 

o Mutaciones en la RNA polimerasa: resistencia a rifampicina.  

• Resistencia adquirida: supone la adquisición de genes nuevos o adicionales 

mediante transferencia horizontal (elementos genéticos móviles adquiridos 

mediante transducción, conjugación o transformación, que normalmente se 

localizan fuera del cromosoma) o mutaciones que permiten a la bacteria tolerar 

concentraciones más elevadas de antibiótico que en la resistencia intrínseca. Las 

mutaciones puntuales de novo (SNP) de las dianas son el principal mecanismo de 

resistencia adquirida en este grupo. 

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

concentraciones subóptimas del antibiótico. En esta situación, tras el primer 

contacto con un antimicrobiano, los mecanismos de resistencia adaptativa pueden 

provocar un incremento temporal de la expresión de bombas de eflujo e inducir un 

estado de hipermutación 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 subclínicas favorecen la aparición de resistencias 

adaptativas.  

En el caso de los Mollicutes, la mayor parte de las resistencias están basadas en la 

modificación de las dianas antibióticas por mutaciones puntuales. Los antibióticos más 

empleados en su tratamiento son los macrólidos, quinolonas y tetraciclinas, aunque 

aminoglucósidos, lincosamidas y estreptograminas también actúan sobre este grupo de 

bacterias. 

Los macrólidos y las quinolonas son la primera y segunda línea 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 elección salvo en casos muy concretos. Dada la aparición reciente de resistencias 

frente a ambas clases de antibióticos (en diferentes proporciones, según el país), su 

detección es crucial para la administración de un tratamiento adecuado al paciente. A 

continuación, vamos a profundizar en ambos tipos de resistencia y sus principales métodos 

de detección. 

 

1.6.1.1. Resistencia a macrólidos 

 

Los macrólidos son una familia de antibióticos que en su estructura química poseen un 

anillo lactónico de gran tamaño. Aunque se conocen más de 2000 compuestos de este tipo, 

el término macrólido se utiliza para aquellos antimicrobianos con anillo de 14, 15 o 16 

átomos al que se unen, mediante enlaces glucosídicos, uno o varios azúcares neutros o 

básicos:  

 

 

14 átomos 15 átomos 16 átomos 

Claritromicina 

Eritromicina 

Roxitromicina 

Azitromicina Diacetil-midecamicina 

Espiramicina 

Josamicina 
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Figura 10: Estructura química de los macrólidos (izquierda). Clasificación de los macrólidos en función del 

número de átomos en su composición (derecha). 

 

Los macrólidos inhiben la síntesis de proteínas por unión a la peptidiltransferasa de la 

subunidad 50S del ribosoma. Se unen de forma reversible al dominio V del RNA ribosómico 

mediante puentes de hidrógeno entre diferentes radicales hidroxilo del macrólido 

(especialmente entre el OH en posición 2’ del azúcar desosamina) y determinadas bases 

del RNAr, especialmente A2058 y A2059 (numeración referida a E. coli), además del 

nucleótido G748 (dominio II) y las proteínas ribosomales L4 y L22. La telitromicina (ketólido, 

con un anillo de 14 miembros y una estructura 3-ceto en sustitución del fragmento L-

cladinosa de los macrólidos y un sustituyente metoxi en C6) posee una afinidad aún mayor 

por el ribosoma, lo que hace que su actividad sea más potente. Tanto macrólidos como 

ketólidos inhiben el orificio de entrada al canal por donde sale la proteína del ribosoma 

(150), causando una disociación prematura del peptidil-RNAt y bloqueando, por tanto, la 

síntesis proteica (151). 

 

La diferencia de eficacia observada entre los distintos macrólidos es difícil de explicar, ya 

que su mecanismo de acción a nivel molecular no está totalmente claro. 

 

Su actividad antibacteriana es lenta, tiempo-dependiente y con efecto post-antibiótico. 

Generalmente actúan como bacteriostáticos, pero a concentraciones elevadas, frente a 

determinados microorganismos o en medio alcalino pueden comportarse como 

bactericidas. Además, poseen un efecto antiinflamatorio beneficioso en el tratamiento de 

muchas patologías (150). 

 

Existen dos modalidades por las que las bacterias adquieren resistencia a los macrólidos, 

como son las sustituciones nucleotídicas puntuales (SNPs) o la metilación del rRNA en las 

posiciones en las que se une el antibiótico (2058 y 2059). M. pneumoniae y M. genitalium 

carecen de las enzimas necesarias para la metilación, por lo que la resistencia adquirida 

se debe únicamente a SNPs. Estas mutaciones se producen preferentemente en las 

posiciones 2058 y 2059, y confieren resistencia de alto nivel a macrólidos de 14 y 15 

átomos. Los macrólidos de 16 átomos sí que se ven muy afectados por las mutaciones en 

2059, pero muestran resistencia intermedia en el caso de la posición 2058. En general, las 

sustituciones en las posiciones 2062 y 2611 (esta última, descrita únicamente en M. 

pneumoniae), que confieren resistencia de bajo nivel a estos antimicrobianos.  
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La transición A2058G es la más común asociada a resistencia a macrólidos, aunque otro 

tipo de mutaciones han sido descritas en dicha posición (A2058C, A2058T), en 2059 

(A2059G, A2059C), en 2062 (A2062G) y en 2611 (C2611G, C2611A) (152, 153). 

 

A nivel del dominio II del rRNA 23S no se han detectado mutaciones hasta el momento. 

Otra de las dianas de los macrólidos son las proteínas ribosomales L4 y L22. Todos los 

cambios descritos en L4 se encuentran en un bucle desordenado altamente conservado 

de la proteína, siendo el principal sitio de unión del RNAr de la proteína ribosomal, y parece 

que la resistencia podría estar causada por un cambio conformacional de la diana de unión 

de los macrólidos. En el caso de L22, solo se detectaron cambios en mutantes 

seleccionados por telitromicina, en las que sustituciones aminoacídicas concretas (prolina 

91 y alanina 93, previamente descritas en Streptococcus pneumoniae) causan un ligero 

incremento de las concentraciones mínimas inhibitorias (CMIs) de estos antibióticos (154).  

En ambos casos se han descrito mutaciones tanto in vitro (154) como in vivo (155), pero 

su impacto real en la resistencia a macrólidos no está claro en la actualidad. 

 

Otros antibióticos, como las combinaciones de estreptograminas, quinupristina-

dalfopristina, pristinamicina y solitromicina (ketólido), mantienen su actividad en mutantes 

resistentes que poseen sustituciones en 2058, 2059 y 2611, pero la concentración mínima 

inhibitoria de las combinaciones de estreptogramina aumenta en las cepas portadoras de 

la mutación A2062G (154). 

 

Además de las mutaciones, la ubicación de la bacteria en la célula también influye en su 

resistencia a este grupo de antibióticos. M. genitalium se encuentra localizado en el núcleo 

de las células epiteliales, a diferencia de M. pneumoniae, que se encuentra en el citoplasma 

y región perinuclear. Esta posición le proporciona un mayor nivel de resistencia, ya que a 

pesar de que antibióticos como la azitromicina penetren adecuadamente en las células 

eucarióticas, se acumulan mayoritariamente en el citoplasma y solo concentraciones bajas 

se observan en el núcleo, lo que provoca no solo eficacia reducida, sino inducción de 

resistencias (153). 
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Figura 11: Loop de la peptidiltransferasa del dominio V del rRNA 23S de M. pneumoniae (numeración universal 

de E. coli). Se señalan mediante un cuadrado los principales nucleótidos con mutaciones asociadas a 

resistencia a macrólidos encontrados tanto tras la selección de cepas in vitro, y las posiciones redondeadas las 

encontradas en muestras clínicas. Los antibióticos utilizados para la selección de resistencias in vitro aparecen 

entre paréntesis (14M-macrólidos de 14 átomos, 15M-macrólidos de 15 átomos, 16M-macrólidos de 16 átomos; 

SC: estreptogramina; K: ketólidos) 

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

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

 

Para la detección de mutaciones asociadas a la resistencia a macrólidos existen diversas 

técnicas realizables a partir de muestra directa, con objeto de evitar el cultivo complejo y 

lento de esta bacterias. Además de la amplificación y secuenciación 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 Restricción (RFLP) (156), PCRs a tiempo real y análisis 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 detección de SNPs (160) y pirosecuenciación, técnica que explicaré más 

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

 

 

Además de todas las técnicas caseras descritas previamente, en los últimos años se han 

comercializado múltiples reactivos que permiten la detección tanto del microorganismo 

como de las principales mutaciones asociadas a resistencia a macrólidos. Este gran 

avance en poco tiempo ha estado condicionado por el potencial de adquisición de 

resistencias M. genitalium, que lo postula como una posible superbacteria resistente a 

todos los tratamientos en un futuro próximo. La mayor parte de las técnicas solamente 

están disponibles para esta especie y profundizaremos en ellas en un apartado posterior.  

En el caso de M. pneumoniae, aunque países como China se han reportado entre un 90-

100% de cepas resistentes a macrólidos, la infección en niños frecuentemente se resuelve 

sin problemas independientemente de la sensibilidad de la cepa y muchas veces incluso 

sin tratamiento antibiótico. Esto conlleva también un infradiagnóstico de la patología, y por 

estos motivos, la comercialización 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 patrón de resistencia a macrólidos (161, 162). 

 

1.6.1.2. Resistencia a quinolonas 

Las quinolonas son un grupo de antibióticos cuya estructura química está formada por dos 

anillos, con un nitrógeno en la posición 1, un grupo carbonilo en la posición 4 y un grupo 

carboxilo en la posición 3. Su espectro y su potencia aumentan de forma considerable 

cuando incluyen un átomo de flúor en posición 6, ya que mejora la penetración en los tejidos 

y la unión a topoisomerasas bacterianas. Su biodisponibilidad es muy buena por vía oral, 

entre un 50% y en su mayoría cercana al 100%. 
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Figura 12: Estructura química de las quinolonas. Imagen extraída de: Alós, J-I. Quinolonas. Enfermedades 

Infecciosas y Microbiología Clínica. 2009;27(5):290–297 

En función de su espectro, se clasifican en generaciones: las de primera generación (ácido 

nalidíxico, ácido pipemídico) son poco usadas en la actualidad, y tienen actividad frente a 

enterobacterias y algún otro gramnegativo. Su uso quedaba prácticamente restringido a 

infecciones de orina. A partir de la segunda generación, todas las moléculas incluyen el 

flúor (de ahí su nombre, fluoroquinolonas). En la segunda generación encontramos al 

norfloxacino, utilizado en infecciones localizadas, y con mayor actividad que las previas 

frente a gramnegativos, P. aeruginosa y algunos patógenos atípicos, aunque en 

grampositivos su actividad es moderada y frente a anaerobios es nula. De tercera 

generación (ciprofloxacino, ofloxacino, levofloxacino) presentan mayor absorción por vía 

oral y mejoran su actividad frente a P. aeruginosa, grampositivos y patógenos atípicos. Las 

de cuarta generación (moxifloxacino) aportan una mayor actividad frente grampositivos y 

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

Tabla 12: Clasificación evolutiva de las quinolonas. 

1ª generación 2ª generación 3ª generación 4ª generación 

Ácido nalidíxico 

Ácido pipemídico 
Norfloxacino 

Ciprofloxacino 

Levofloxacino 

Ofloxacino 

Moxifloxacino 

 

Su mecanismo de acción es complejo. Actúan sobre el DNA cromosómico, uniéndose a las 

topoisomerasas de tipo II bacterianas (enzimas encargadas de los enrollamientos y 

desenrollamientos cromosómicos durante la síntesis del DNA, con actividad en la 

transcripción, replicación y división celular) e inhibiendo su acción. 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 antibióticos se debe a la reparación incompleta, 

la falta de respuesta SOS y el bloqueo de la replicación del DNA. El propio mecanismo de 

acción de las quinolonas incrementa la frecuencia de mutaciones en el material genético 

bacteriano, llevando a la acumulación 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 causarían un cambio 

conformacional en ambas enzimas disminuyendo la afinidad por su diana de las 

quinolonas, y, por tanto, su eficacia. Los genes más frecuentemente afectados son gyrA y 

parC, y dentro de ellos existen unas regiones conocidas como QRDR (quinolone resistance 

determining regions), que contienen las posiciones más propensas a sufrir mutaciones 

(hotspots). Estos hotspots corresponden principalmente a la serina presente en la posición 

83 (Ser83-S83) y al ácido aspártico en la posición 87 (Asp87, D87) de ambos genes, en 

los que una mutación puntual conlleva al cambio del aminoácido codificado por la proteína 

y a la generación 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 número de mutaciones presentes en un 

gen individualmente o con la presencia de mutaciones en ambos genes de manera 

simultánea. 

La detección de resistencia a quinolonas se ha realizado clásicamente por secuenciación 

de los genes afectados (parC y gyrA habitualmente). La secuenciación permite la detección 

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 línea de 

tratamiento en las infecciones causadas por este microorganismo. La alta prevalencia de 

cepas resistentes a macrólidos en Asia ha llevado a un mayor uso de la segunda línea, lo 

que está generando un mayor número 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 

niños y las quinolonas no están recomendadas, a priori, en este grupo de edad. Sin 

embargo, en países como Japón, se aprobó hace unos años el uso de tosufloxacino, dada 

la elevadísima tasa de resistencia a macrólidos registrada en M. pneumoniae (140). 

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

resistencia a quinolonas de una manera rápida en aquellos casos en los que se detecte 
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una cepa resistente a macrólidos o en los fracasos en el tratamiento con quinolonas. Tal 

como referíamos previamente, la detección de mutaciones se lleva a cabo de forma 

habitual por secuenciación, pero la rapidez requerida ha hecho que recientemente se 

hayan comenzado a diseñar técnicas caseras (170) o comercializar algunos reactivos (171-

173) que permiten la detección de M. genitalium junto con las mutaciones asociadas a 

resistencia a quinolonas más 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 macrólidos poseen 

alguna mutación del gen parC relacionada con la resistencia a quinolonas, basado en 

sondas de hibridación 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 2-3ºC inferior respecto a las cepas salvajes) (170).  

Asimismo, se han publicado recientemente diversas evaluaciones del kit desarrollado por 

SpeeDx® (próxima comercialización) para la detección de M. genitalium y las 6 mutaciones 

del gen parC asociadas a resistencia a moxifloxacino más frecuentes: S83I (G248T), S83R 

(A247C), S83N (G248A), D87Y (G259T), D87H (G259C), y D87N (G259A) (171-173).  

La compañía koreana Seegene también ha comercializado recientemente un kit similar, 

que detecta también de forma simultánea la presencia de M. genitalium y las seis 

mutaciones referidas anteriormente (174). 

Los resultados obtenidos son prometedores, y la rapidez de sus resultados facilitaría el 

manejo de aquellos pacientes infectados con cepas resistentes a macrólidos que necesitan 

recibir una terapia adicional para curar su infección, ya sea una fluoroquinolona o un 

tratamiento alternativo, como pristinamicina o doxiciclina.  

 

1.6.1.3. Técnica de pirosecuenciación para la detección de 

mutaciones asociadas a resistencia a macrólidos  

La pirosecuenciación fue descrita por primera vez en 1985 (175). Está basada en el 

principio de “secuenciación por síntesis”, en la que la adición secuencial de nucleótidos a 

una cadena sencilla unida a un cebador permite deducir la secuencia del fragmento a 

estudio por el orden en que los diferentes nucleótidos se van incorporando a la cadena 

sintetizada, la cual es complementaria de la secuencia diana.  
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La síntesis de DNA se monitoriza a tiempo real, mediante un sistema enzimático en el que 

la síntesis del DNA se detecta por bioluminiscencia. Su principal utilidad es la 

secuenciación de fragmentos de pequeño tamaño en búsqueda de SNPs de forma rápida 

y semiautomatizada (176).  

 

Las cuatro enzimas que participan en el proceso son: 

• Fragmento Klenow de la DNA polimerasa I: fragmento que conserva la actividad 

polimerasa, pero no la de exonucleasa (reparación de errores), permitiendo de esta 

forma emparejamientos asincrónicos. 

• ATP sulfurilasa: responsable de utilizar el pirofosfato (PPi) liberado tras la unión de 

un nucleótido a la secuencia para sintetizar ATP (adenosin trifosfato) por unión a 

un nucleótido monofosfato (adenosin monofosfato, AMP). 

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

previamente. Esta reacción genera un pico de luz. 

• Apirasa: actúa eliminando los nucleótidos no añadidos y los restos de ATP entre la 

adición de bases para evitar reacciones inespecíficas. 

 

La mezcla de reacción contiene también los sustratos enzimáticos adenosin fosfosulfato 

(APS), D-luciferina y el fragmento a secuenciar unido a un primer, que será 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 

irá sintetizando su complementaria por medio de una DNA polimerasa. Las cuatro bases 

se van dispensando de forma cíclica (el número de ciclos va en relación con el tamaño del 

fragmento a secuenciar) en un orden preestablecido por el usuario (en función de la 

secuencia esperada). En caso de que la base dispensada sea complementaria al 

fragmento de interés, se unirá desencadenando todo el proceso enzimático. El pico de luz 

generado será detectado por una cámara con un dispositivo de carga acoplada. En caso 

de no ser la base esperada, todos los residuos serán eliminados mediante la apirasa de 

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

 

1. Polimerización del DNA: se produce cuando el nucleótido añadido es 

complementario a la secuencia diana y se incorpora a la misma.  
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2. Síntesis de ATP: el pirofosfato inorgánico liberado sirve como sustrato de la ATP 

sulfurilasa, que sintetiza ATP. 

 

 

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

la luciferasa y la señal es detectada. Por tanto, el pico de luz se producirá 

únicamente si el nucleótido correcto se añade a la mezcla. 

 

 

4. Degradación de componentes: la apirasa elimina los nucleótidos y el ATP no 

incorporados entre la adición de bases. Esta degradación es crucial para asegurar 

que la señal luminosa corresponde con el nucleótido añadido en cada paso. 

 

 

 

Un ejemplo del desarrollo de este proceso se muestra en la Figura 13:  
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Figura 13: Representación del sistema de pirosecuenciación. Si el dNTP añadido es complementario a la 

base presente en la secuencia madre, la polimerasa lo añade liberando pirofosfato (PPi). La ATP sulfurilasa 

convierte en PPi en ATP, el cual sirve de sustrato de la luciferasa para la producción de luz. Este pico de luz 

es detectado, confirmando la incorporación de ese dNTP a la secuencia.  

Extraída de: Ahmadian A, Ehn M, Hober S. Pyrosequencing: History, biochemistry and future. Clinica chimica 

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

 

 

La realización de este proceso automático se lleva a cabo en un pirosecuenciador, en 

nuestro caso, Pyromark™ Gold Q96 MD sequencer (Biotage, Sweden): 
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Figura 14: Pirosecuenciador (exterior e interior del equipo). Imagen extraída de: Pyrosequencing - the synergy of 

sequencing and quantification (web: https://www.qiagen.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 macrólidos, los pasos 

a seguir son los siguientes: 

 

1) Amplificación de la región de interés: la pirosecuenciación se emplea en fragmentos 

pequeños 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 

realizó una PCR nested para aumentar la sensibilidad), en la que uno de los 

cebadores debe ser biotinilado. Este proceso amplifica la región a estudio que 

contiene las posiciones propensas al cambio (posiciones calientes - “hotspots”, 

2058, 2059 y 2062 para ambas especies, o la posición 2611 para M. pneumoniae, 

refiriendo la numeración a E. coli). Tras esta reacción, obtendremos un producto de 

PCR de tamaño reducido (≈165pb en MP y ≈147pb en M. genitalium), que 

contendrá biotina. 

 

2) Inmovilización del producto de PCR sobre las microesferas: los productos de la 

PCR biotinilados se inmovilizan sobre microesferas de sefarosa recubiertas con 

estreptavidina. Se preparará una mezcla que contiene las microesferas, un tampón 

de unión (binding buffer), agua y de 5-20µL de producto de PCR. Esta combinación 

se dispensa en tubos o placa de PCR, se tapa, y se agita 10 minutos en un agitador 

a 1400 rpm. 

 

3) Separación de las cadenas de DNA y liberación de las muestras en la placa de 

pirosecuenciación: tras la agitación, utilizaremos el peine de vacío del 

pirosecuenciador para retener las microesferas (que estarán unidas al DNA a 

estudiar por la unión 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 solución de desnaturalización y finalmente con buffer 

de lavado. Una vez completado este proceso, anularemos el vacío para 

dispensarlas en una placa de PCR, en la que habremos puesto una mezcla de 

buffer de anillado (annealing buffer) y del cebador de pirosecuenciación.  

 

https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=8e386d5a-08b7-4bae-bf0f-f38fcd84b9ff&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=8e386d5a-08b7-4bae-bf0f-f38fcd84b9ff&lang=en
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4) Annealing del cebador de secuenciación con las muestras: para que el cebador de 

secuenciación se una a la secuencia a estudio, calentaremos la placa a 80ºC 

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

 

5) Preparación de reactivos del pirosecuenciador: este instrumento utiliza un cartucho 

de reactivos, en el que se añaden el complejo enzimático, el sustrato, y las bases 

nitrogenadas para la reacción de pirosecuenciación. Una vez preparado, 

introduciremos tanto el cartucho como la placa de PCR en el equipo, y podremos 

iniciar el proceso. La duración de la reacción es directamente proporcional al 

número de muestras procesadas. 

 

6) Lectura e interpretación de resultados: una vez finalizado el proceso, el equipo nos 

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

interpretación. A continuación, mostramos algunos ejemplos: 

 

M. pneumoniae 

 

Cepa wild type, región 1: la pirosecuenciación se inicia en la guanina situada en 

posición 2057 (2062 en la numeración 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 

macrólidos (2058, 2059 y 2062, correspondientes a 2063, 2064 y 2067 en 

numeración de M. pneumoniae). 

 

 

 

Cepa con mutación A2058G (GGAAGACCCCGT): podemos observar como el 

pico de guanina inicial doble su tamaño, 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 mutación 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 posición 2058 ha sido sustituida por una timina. 

 

 

 

Cepa con mutación A2059G (GAGAGACCCCGT): el triple pico de adenina 2058-

2060 se desdobla en tres picos diferentes (adenina-guanina-adenina), implicando 

una mutación en la posición 2059. 

 

 

 

Cepa wild type, región 2: la pirosecuenciación se inicia en la guanina situada en 

posición 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 posición 2611 (2617 

en la numeración de M. pneumoniae), asociada con resistencia a macrólidos. 
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Cepa con mutación C2611A (AGTGACCAACC): lo que era un pico de 3 guaninas, 

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

 

 

 

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 macrólidos. El proceso lo 

iniciamos en la posición 2062: 

                                                                            

 

 

Cepa con mutación A2058G: el pico de guanina 2060-2058 disminuye su tamaño 

en favor del pico de citosina. Esto significa que la timina situada en 2058 ha sido 

sustituida por una citosina (TCTTCCCGTCCCGTTG). 

 

 

 

Cepa con mutación A2058T: el pico de guanina 2060-2059 disminuye su tamaño 

con aparición 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 mutación 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). 

 

 

 

Cepa con mutación A2062T: la timina inicial ha sido sustituida por una adenina. 

Esto significa que en la secuencia original existe una timina en esa posición en 

lugar de una adenina (ACTTTCCGTCCCGTTG): 

 

 

 

 

El pico de luz obtenido es directamente proporcional a la cantidad de bases añadidas, lo 

que hace que las diferencias de altura en un pico o la aparición de nuevos picos no 

presentes en la cepa salvaje nos permitan identificar las mutaciones.  

 

Una característica importante de la pirosecuenciación es que permite secuenciar 

fragmentos de hasta 20 bases de longitud. Esto permite su aplicación en diversos campos 

como son la detección de mutaciones no conocidas en hotspots, el estudio de SNPs, el 

genotipado bacteriano (secuenciación región variable del rRNA 16S) o viral (estudio de 

mutaciones asociadas a resistencia a antivirales), o la secuenciación de marcadores de 

secuencia expresada (tag sequencing), que son pequeñas subsecuencias de una 
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secuencia nucleotídica transcrita (codificante de una proteína o no), que se emplean para 

identificar genes que se transcriben (177). 

 

1.6.1.4. Técnicas comerciales para la detección de resistencia a 

macrólidos en M. genitalium 

Tal como referíamos anteriormente, existen numerosos reactivos comercializados en los 

últimos años para la detección de resistencias en M. genitalium. 

Estos kits pueden ser de un solo paso (de aparición más reciente, que permiten detección 

simultánea de la bacteria y de su patrón de resistencia a macrólidos) 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 mayoría 

muestran una elevada sensibilidad y especificidad tanto en la detección de M. genitalium 

como de las principales mutaciones asociadas a resistencia a ML, difiriendo en el tiempo 

requerido hasta la obtención de un resultado, volumen de muestra necesario para el 

estudio, número de mutaciones detectadas o la necesidad de un equipamiento específico 

para su realización. En la Tabla 13 podemos ver un resumen de los kits más conocidos en 

este campo.  

 
 
 
Tabla 13: Principales técnicas comerciales para la detección de resistencia a macrólidos 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). 
 

Parámetro S-
DiaMGRes 
(Diagenod
e) 

Real Accurate 
TVMGres 
(Pathofinder) 

Resistance
Plus MG 
(SpeeDx) 

Allplex MG 
& AziR 
(Seegene) 

Macrolide-
R/MG 
ELITe 
MGB 
(ELITech) 

Resistance
Plus MG 
FleXible 
(SpeeDx) 

Diana de 
detección 

Gen 
Mg219 

Gen MgPa Gen 
adhesina 
MgPa 

No 
publicado 

Gen  
23S rRNA  

Gen 
adhesina 
MgPa 

Mutaciones 
resistencia 
ML 
detectadas 

5, 
A2058G/
C/T 
A2059G/
C 
 

4, 
A2058G/C/T 
A2059G 
 

5, 
A2058G/C/
T 
A2059G/C 
 

6, 
A2058G/
C/T  
A2059G/
C/T 

5, 
A2058G/
C/T 
A2059G/
C 
WT 

4,  
A2058G/C/
T  
A2059G 

Volumen de 
muestra 
necesario 
(µL) 

162 162 162 
 
 
 

200 200 1000 
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Eluído DNA 
disponible 
para otras 
pruebas 

Sí No 

Control 
interno 
amplificació
n MG/23S 
rRNA 

Sí/No* Sí/Sí Sí/No* 

Automatiza
ción 

Amplificac
ión 

Amplificación Amplificaci
ón y 
análisis 

Amplificac
ión y 
análisis 

Completa 
(extracció
n, 
amplificac
ión y 
análisis) 

Cartucho 
(extracción 
y 
amplificaci
ón) y 
análisis 

Tipo y nº de 
reacciones 
por run 

Lotes, hasta 94 muestras/run Lotes, 12 
muestras*
* 

Individual, 
hasta 16 
test 
simultáneo
s de 
distintas 
técnicas 
(según 
equipo) 

Tiempo de 
ejecución 
manual 
(min) 

30-60, según nº muestras 30 20 

Tiempo 
hasta 
resultado 

1h 45’ 
(excluyendo 
extracción) 

1h 35’ 
(excluyendo 
extracción) 

1h 25’ 
(excluyendo 
extracción) 

1h 45’ 
(excluyendo 
extracción) 

3h 
incluyendo 
extracción 

2h 
incluyendo 
extracción 

Equipamien
to 

LC480/75
00 
Fast/CFX
96 

LC480/Rotor-
Gene/PathoC
ycler 

LC480/750
0 Fast/CFX 
96 

CFX 96 ELITe 
InGenius 

Cepheid 
GeneXpert 

Software 
análisis 
resultados 

Roche 
LC480  

Roche LC480 UgenTec 
FastFinder  

Seegene 
Viewer 

ELITe 
InGenius 

GeneXpert 
Dx system 

 
* El control interno es exógeno (se añade de forma adicional) en todos los kits excepto en Seegene y ELITech, que llevan un 
control interno endógeno y requieren de la adición de un control exógeno en las muestras de orina. 
** Posibilidad de ejecutar distintas técnicas en el equipo de forma simultánea.
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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 ofrecían una detección de resistencias en una PCR 

independiente a realizar tras la detección de M. genitalium. Entre ellos, la mayoría requiere 

la extracción de material genético en primer lugar, para luego realizar la amplificación, con 

excepción del kit de Elitech (el equipo requerido realiza el proceso completo desde la 

introducción de la muestra) y la adaptación para GenXpert de SpeeDx, que se trata de un 

cartucho tipo “point-of-care” que realiza tanto la extracción como la amplificación con un 

equipo sencillo y una manipulación 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 detección de M. genitalium, pero no 

existe uno adicional que controle la amplificación del gen 23S rRNA para la detección de 

resistencias. Esto implica que los resultados obtenidos pueden ser de “cepa mutante” o de 

“cepa sin mutación 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 

distinción). Por tanto, si existe un fracaso terapéutico en un paciente al que se le ha 

diagnosticado una cepa supuestamente “sensible”, la presencia de una mutación asociada 

a resistencia a ML debe ser sospechada y la cepa debe ser estudiada por técnicas 

adicionales (178, 179, 182). Además, ninguno de los kits anteriores incluye la detección de 

mutaciones en la posición 2062 (numeración 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 pirosecuenciación, como técnica casera de referencia en dos 

pasos. 

Este kit detecta simultáneamente M. genitalium y 5 mutaciones en las posiciones 2058 y 

2059 en el gen 23S rRNA (numeración de E. coli) que están 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 

detección del gen MgPa; la lectura 2 indica la presencia de una mutación A2058G, A2059G, 

A2058T, A2058C o 2059C en el gen 23S rRNA; la lectura 3 es un control interno para 

supervisar la eficacia de la extracción y la inhibición de la qPCR. Este kit utiliza las 
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tecnologías PlexZyme® y PlexPrime® para ofrecer una capacidad superior de 

especificidad y multiplexado. 

PlexPCR® es una novedosa tecnología de qPCR que utiliza enzimas PlexZyme® que 

detectan el producto amplificado e informan de su presencia generando una señal 

fluorescente. Estas enzimas son complejos de DNA catalíticos formadas por dos 

oligonucleótidos de DNA (“enzimas parciales”), que tienen una región específica de diana, 

un núcleo catalítico y una región de unión de una sonda universal. Cuando la diana está 

presente, las dos enzimas parciales se unen adyacentemente para formar el complejo 

PlexZyme® activo, con una actividad catalítica que descompondrá una sonda etiquetada. 

Al descomponerse, se produce una señal fluorescente que puede determinarse en tiempo 

real. Los enzimas PlexZyme® tienen una mayor especificidad que otras tecnologías de 

detección, ya que la unión para la detección requiere que se unan dos enzimas parciales. 

Además, son también enzimas de recambio múltiple, pudiendo descomponerse varias 

sondas durante cada ciclo de PCR, lo que produce una señal fuerte y sensible.  

 

Figura 15: Tecnología PlexZyme® de SpeeDx. Imagen extraída del insert de la técnica. 

El kit ResistancePlus® MG también emplea cebadores PlexPrime® para la amplificación 

específica de secuencias de mutaciones, junto a la detección de mutaciones específicas 

PlexZyme®. Estos poseen tres regiones funcionales: 

• Región larga 5': fija el cebador a una ubicación determinada 

• Región corta 3': se dirige selectivamente a la extensión desde la base mutante.  

• Secuencia de inserción: localizada entre las regiones 5' y 3', actúa como una 

estructura de unión que inserta la estructura independiente de la diana en el 

amplicón resultante y aumenta la presión selectiva de la región 3'.  
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En un ensayo multiplex, cada cebador PlexPrime® se destina a una determinada base 

mutante e incorporará una secuencia de inserción única, lo que produce secuencias del 

amplicón mutante diferenciadas. A diferencia de otras tecnologías de detección basadas 

en sonda, el enzima PlexZyme® se puede solapar con el cebador PlexPrime® para 

dirigirse al amplicón mutante específico que contiene la base mutante y la secuencia de 

inserción incorporada.  

 

Figura 16: Representación esquemática del cebador PlexPrime® junto con detección PlexZyme®. El cebador 

PlexPrime® amplifica específicamente la secuencia de mutaciones, y los enzimas PlexZyme® detectan 

específicamente el amplicón. Imagen extraída del insert de la técnica. 

La combinación única de cebadores PlexPrime® junto a enzimas PlexZyme® permite la 

amplificación específica de secuencias de mutaciones y la detección sensible y específica 

en el ensayo multiplex. 

La extracción del DNA a estudio se puede llevar a cabo por las plataformas MagNAPure 

96 o MICROLAB STARlet IVD, requiriendo un volumen de muestra mínimo de 200 o 300 

µL, respectivamente. Posteriormente, el proceso de amplificación 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 

amplificación obtenidas en cada caso. 
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Esta tecnología de SpeeDx fue adaptada posteriormente a la plataforma GeneXpert® 

(Cepheid, Sunnyvale, CA, USA), un sistema rápido point-of-care que integra la extracción 

de material genético, amplificación en tiempo real y análisis de los resultados, en un formato 

de cartuchos individuales. El equipamiento consiste en un instrumento asociado a un 

ordenador que posee un software programación de pruebas e interpretación de resultados. 

Este sistema está ampliamente desarrollado para otros patógenos, tanto bacterias (S. 

agalactiae, C. trachomatis/N. gonorrhoeae…), virus (detección de VIH, VHB, VHC, 

Enterovirus…), micobacterias (M. tuberculosis y genes de resistencia a principales 

antituberculosos) o detección 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 más 

frecuentes asociadas a resistencia a macrólidos en solo 2 horas, y dado que el 

procesamiento requerido es mínimo, es una opción más que valorable para su uso en las 

clínicas de atención a la salud sexual a pie de paciente, permitiendo que el paciente salga 

de la consulta con una pauta antibiótica que, a priori, será adecuada para resolver su 

infección. 
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2. Justificación y objetivos  
 

2.1. Justificación de la unidad temática de la tesis 

El análisis de los microorganismos que producen patología en el ser humano, así como las 

infecciones que producen, su diagnóstico y su tratamiento es un tema en continuo estudio 

y evolución a lo largo del tiempo. La microbiología clínica tiene, en este contexto, un papel 

fundamental, dado que el empleo de las herramientas adecuadas para conseguir un 

diagnóstico condicionará la evolución clínica de nuestros pacientes. 

El diagnóstico microbiológico puede ser de dos tipos: indirecto o directo, El diagnóstico 

indirecto se emplea en aquellos casos en los que, por algún motivo, no se puede disponer 

de la cepa causante de la infección. Un ejemplo de este tipo de técnicas es la serología, 

basada en la detección de la respuesta inmune generada por un individuo al ser infectado 

por un microorganismo concreto. En muchos otros casos, el diagnóstico se aborda de 

forma directa mediante el aislamiento del patógeno 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 diagnóstico microbiológico desde 

su aparición, 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 

diagnóstico, no se pueden realizar estudios de sensibilidad antibiótica 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 antibiótica a 

diferentes antibióticos. 

Las bacterias del género Mycoplasma forman parte de ese grupo de patógenos cuyo 

aislamiento en cultivo es altamente complejo. Dentro del género, dos de las especies más 

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

M. pneumoniae provoca diferentes entidades clínicas, siendo la neumonía la de mayor 

interés. Se estima que, a niveles endémicos, causa de un 4-8% de neumonías adquiridas 

en la comunidad, elevándose este valor hasta un 20-40% en los picos epidémicos en la 

población general. Afecta mayoritariamente a niños y adolescentes. 
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En el Servicio de Microbiología del Hospital Germans Trias i Pujol, la serología es la técnica 

empleada para el diagnóstico rutinario de los cuadros respiratorios con sospecha de M. 

pneumoniae.  

En el año 2012 se concedió a nuestro servicio, en colaboración con el Servicio de Pediatría, 

un proyecto de investigación financiado por el Instituto de Salud Carlos III titulado “Nuevas 

aproximaciones moleculares al estudio epidemiológico, patogénico y diagnóstico de las 

infecciones respiratorias causadas por Mycoplasma pneumoniae” (PI12/02298), el que 

tuve la oportunidad de participar. Este proyecto se desarrolló en forma de estudio 

prospectivo transversal de cuatro años de duración, cuyo objetivo era profundizar en el 

conocimiento de la epidemiología, patogenia y diagnóstico de las infecciones respiratorias 

adquiridas en la comunidad causadas por M. pneumoniae en niños y adultos en nuestro 

área sanitaria.  

En este contexto, se comenzó a realizar la determinación de M. pneumoniae en muestras 

respiratorias por técnicas moleculares, realizando en paralelo la detección 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, así como analizar la presencia de 

mutaciones genéticas asociadas a resistencia a antibióticos por pirosecuenciación (equipo 

que teníamos 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 Artículo 

I en el que se basa esta tesis. 

Por otro lado, M. genitalium ha pasado a ser un tema de gran interés y preocupación en la 

última década. Se trata de un patógeno de transmisión 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 clínicas de salud sexual.  

Además del problema de salud y epidemiológico, M. genitalium tiene una elevadísima 

capacidad para adquirir resistencias a los antimicrobianos, por lo que tiene gran potencial 

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

Su diagnóstico se basa casi exclusivamente en técnicas moleculares. Dado el interés 

sanitario y epidemiológico de este tema, la poca información disponible sobre este 

microorganismo en nuestro país y nuestra experiencia previa con M. pneumoniae, 

decidimos diseñar un proyecto para el análisis de las resistencias a macrólidos en M. 
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genitalium, adaptando la técnica que habíamos desarrollado previamente para M. 

pneumoniae. Este estudio se presentó como proyecto de investigación de una beca 

Germans Trias Talents de un año de duración, otorgada por nuestra institución a jóvenes 

investigadores, y que me fue concedida. Se trató de un estudio prospectivo de un año de 

duración, realizado en colaboración con la Unidad de VIH y el Servicio de Ginecología y 

Obstetricia de nuestro centro, y los servicios de Atención a la Salud Sexual y Reproductiva 

(ASSIR) de Badalona y Mataró. 

Durante el desarrollo del estudio, se comenzaron a comercializar métodos moleculares que 

incluían la detección de M. genitalium y las principales mutaciones asociadas a resistencia 

a macrólidos de forma simultánea. Con el objetivo de evaluar esta nueva tecnología, 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, 

además de analizar las muestras en búsqueda de mutaciones asociadas a resistencia a 

macrólidos por la tecnología comercial, realizamos de forma complementaria un análisis 

de mutaciones asociadas a resistencia a fluoroquinolonas, tratamiento de segunda línea 

para esta patología. Dichos resultados, publicados recientemente, conforman el Articulo 

II de la presente tesis doctoral. 

Tanto M. pneumoniae como M. genitalium son patógenos con gran relevancia clínica e 

interés, dado que su biología celular y su alta capacidad de adquisición de resistencias 

hacen que las opciones terapéuticas contra ellos sean cada vez más limitadas. Además, el 

cultivo convencional no es una opción diagnóstica en estos casos y la serología, en el caso 

de M. pneumoniae, no es inmediata, sino que existe un periodo ventana hasta la 

producción de anticuerpos que hace que a los pacientes se les deba administrar un 

tratamiento empírico que en algunas ocasiones no será el adecuado. Por otro lado, el 

porcentaje creciente de cepas de M. genitalium resistentes a macrólidos en otros países 

ha hecho que el manejo terapéutico de las ITS cambie de modelo, con el fin de evitar el 

encontrarnos con enfermedades de transmisión sexual “intratables”. 

Por todo ello, el conocimiento e implantación de técnicas moleculares que contribuyan al 

diagnóstico, tratamiento y epidemiología de las infecciones causadas por ambas bacterias 

constituye un tema de interés que permitirá optimizar el tratamiento y manejo de nuestros 

pacientes, y, en definitiva, mejorar la calidad de la atención prestada en las instalaciones 

sanitarias. 
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2.2. Objetivos 

1. Evaluación de la utilidad de las técnicas moleculares en el estudio de Mycoplasma 

pneumoniae: 

1.1. Evaluación de una PCR múltiplex de diagnóstico de neumonía atípica bacteriana 

(Anyplex® 2 RB5 Detection, Seegene Inc., Korea) mediante comparación con la 

técnica serológica de aglutinación de partículas de gelatina (Serodia®-MYCO II, 

Fujirebio Europe), como nuestra técnica gold standard en el diagnóstico de las 

infecciones causadas por M. pneumoniae. 

1.2. Optimización y estudio de la aplicabilidad de las técnicas de genotipado mediante 

MLVA (múltiple locus variable-number tandem-repeat analysis) en el estudio de la 

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

1.3. Optimización de la técnica de pirosecuenciación para el análisis de la resistencia a 

macrólidos en M. pneumoniae en nuestro medio.  

2. Aplicación de técnicas moleculares al estudio de Mycoplasma genitalium: 

2.1. Detección de mutaciones genéticas asociadas a la resistencia a macrólidos en M. 

genitalium mediante la adaptación de las técnicas previamente desarrolladas para 

M. pneumoniae. 

2.2. Comparación de los resultados obtenidos para la detección de resistencia a 

macrólidos en M. genitalium por pirosecuenciación (técnica casera en dos pasos) 

con la nueva técnica molecular en un solo paso ResistancePlus® MG kit (SpeeDx, 

Sydney, NSW, Australia). 

2.3. Evaluación de la situación epidemiológica en nuestra zona, al no existir ningún tipo 

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

obtenidos 
 

ARTÍCULO 1. Macrolide resistance and molecular typing of Mycoplasma pneumoniae 

infections during a 4 year period in Spain 

Belén Rivaya, Elena Jordana-Lluch, Gema Fernández-Rivas, Sònia Molinos, Roi Campos, María 

Méndez-Hernández y Lurdes Matas 

 

Mycoplasma pneumoniae es un patógeno respiratorio causante del 20-40% de neumonías 

adquiridas en la comunidad (NAC) en niños y adultos jóvenes. Los casos aparecen en 

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

La dificultad de cultivo de este patógeno ha hecho que el diagnóstico de estas infecciones 

se realice habitualmente por serología, considerada la técnica gold standard, pero la 

aparición de diversas técnicas moleculares se presenta como una alternativa rápida y con 

elevada sensibilidad y especificidad para la detección de esta bacteria. Además, la 

existencia de paneles sindrómicos, que permiten el diagnóstico de varios patógenos 

causantes de una entidad concreta de forma simultánea, ha supuesto un gran avance en 

los laboratorios de microbiología. 

Las técnicas moleculares no se emplean únicamente para el diagnóstico, sino que su 

campo de aplicación es mucho más amplio. A nivel epidemiológico, nos permiten 

caracterizar las cepas circulantes en un área concreta o la investigación de brotes. Entre 

ellas, el MLVA es uno de los métodos más empleados por su elevado poder discriminatorio 

(124). 

El tratamiento de elección en las neumonías causadas por M. pneumoniae es la 

azitromicina, escogida entre los macrólidos por su favorable perfil farmacocinético y 

escasos efectos secundarios. Como tratamientos alternativos están las tetraciclinas y las 

quinolonas, pero sus efectos adversos en la edad infantil hacen que solo se empleen en 

casos excepcionales. El problema surge con la aparición de mutaciones en el genoma de 

la bacteria, fundamentalmente en el dominio V del 23S rRNA, que producen resistencia a 

este grupo de antibióticos. 

Esta resistencia puede ser de elevado nivel, como es el caso de las mutaciones en las 

posiciones 2063 y 2064 (numeración de M. pneumoniae) o de bajo nivel (mutaciones en 

las posiciones 2067 o 2617). Otras regiones en las que potencialmente se podrían detectar 
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mutaciones implicadas en la resistencia a macrólidos son el dominio II del 23S rRNA (de 

momento no se han descrito) o en las proteínas ribosomales L4 o L22. En estas últimas se 

han encontrado mutaciones tanto in vitro (154) como in vivo (155), pero el impacto real de 

su presencia no está 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 diagnóstico clínico. Por este motivo, se han desarrollado diversas 

metodologías para el estudio de la región del gen 23S rRNA en la que se suelen encontrar 

las mutaciones, como son la PCR seguida de análisis de curvas de melting (157, 158, 183), 

secuenciación tipo Sanger (184), pirosecuenciación (185-187) o RFLP (156). 

El amplio uso de la azitromicina ha hecho que en los últimos años las tasas de resistencia 

a macrólidos en M. pneumoniae hayan incrementado de manera preocupante. Por ejemplo, 

en China se ha pasado de un 40% de resistencias en el año 2008 a unas tasas cercanas 

al 100% en determinadas regiones. En Europa, la proporción 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 detección rápida 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 país, los 

objetivos de este estudio fueron: 

1. Evaluar una técnica de PCR en tiempo real para el diagnóstico de M. pneumoniae, 

en comparación con la serología, como nuestro método gold standard. 

2. Realizar un análisis epidemiológico de los genotipos circulantes de M. pneumoniae 

en nuestra área y su distribución a lo largo del tiempo. 

3. Evaluar el porcentaje de cepas de M. pneumoniae resistentes a macrólidos en 

nuestra zona de influencia mediante el estudio de mutaciones en el dominio V del 

gen del 23S rRNA por pirosecuenciación. 

 

Diseño del estudio 

 

Entre los años 2013 y 2016 se llevó a cabo un estudio prospectivo para la detección de 

M. pneumoniae en niños (fundamentalmente) y adultos ingresados que presentaban 

clínica compatible con neumonía atípica. 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 llevó a cabo la comparación de la técnica de PCR en tiempo real 

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

Las muestras de aspirado nasofaríngeo 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 

empleó el reactivo Real Time PCR Realcycler M. pneumoniae/Chlamydophila 

pneumoniae (Progenie molecular, España), una técnica de PCR múltiple que permitía 

detectar ambos patógenos a la vez. Posteriormente, y de forma más extensa, se 

comenzó a utilizar el reactivo Anyplex™ II RB5 Detection (Seegene Inc., Korea). Este 

último es un kit de PCR multiplex basado en curvas de melting, que permite la detección 

simultánea de cinco patógenos asociados a neumonía atípica (M. pneumoniae, C. 

pneumoniae, L. pneumophila, B. pertussis y B. parapertussis). 

En paralelo, se realizó el diagnóstico serológico de rutina en el laboratorio, utilizando 

un ensayo de aglutinación de partículas de gelatina (Serodia®-MYCO II, Fujirebio 

Europe), capaz de detectar anticuerpos totales (IgG+IgM) frente a M. pneumoniae. 

Posteriormente, en aquellas muestras respiratorias en las que se detectó M. 

pneumoniae por PCR, se procedió a su genotipado y detección de resistencia a 

macrólidos por mediante MLVA y pirosecuenciación, respectivamente. 

Resultados y discusión 

Nuestro estudio se trata del primero en nuestra región que abarca el estudio completo 

de M. pneumoniae, incluyendo su detección, genotipado y prevalencia de resistencia a 

macrólidos. 

Se procesaron 821 muestras de aspirado nasofaríngeo de 774 pacientes, 

correspondiendo a niños en 769 casos (766 de ellos con sospecha de neumonía o 

familiares de un paciente con cuadro neumónico y 3 niños sanos) y a adultos en 52 

casos (29 de ellos con cuadro de neumonía o familiares cercanos, y 23 voluntarios 

sanos). La explicación detallada de las muestras incluidas en el estudio está disponible 

en la Tabla 1 del artículo. 
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Por métodos moleculares, se detectó M. pneumoniae en 138 muestras (16.8%) de 127 

pacientes. En una de las muestras no se pudo realizar estudios de genotipado y 

detección 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 

proporción de positivos es similar a las descritas en otros países europeos, dado que 

las infecciones por este microorganismo se producen como olas de casos con una 

periodicidad de entre 3 y 7 años (135, 188). 

El 97.1% de positivos (N=133) se encontraron en niños, correspondiendo el 2.9% (N=4) 

restante a familiares adultos de niños infectados. La edad media de los niños fue 6.6 

años y la mayor parte de los positivos se encontró en el grupo de niños mayores de 5 

años (53.3%, 73/137), seguido de niños entre 1-5 años (36.4%, 50/137) y menores de 

un año (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 años 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 serología es la técnica más comúnmente empleada por los laboratorios clínicos en 

el diagnóstico 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 serán procesadas en paralelo 

con objetivo de demostrar seroconversión. La seroconversión se define como el 

aumento de cuatro veces el título de anticuerpos, lo que en esta técnica, dado que se 

emplean diluciones dobles progresivas en su ejecución, supone un aumento de dos 

diluciones respecto al título de la primera muestra. 

En la población infantil, la aparición rápida de IgM hace que en hasta un 50% de los 

casos el diagnóstico pueda realizarse con una única muestra de la fase aguda (109, 

189).  

El punto de corte para la positividad de la serología establecido en nuestro centro (tras 

años de experiencia y con el que se obtiene una mayor sensibilidad) es un título 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 diagnóstico serológico se realizó 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 serología 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 seroconversión en 13 de ellos (43.3%) en la muestra de fase de 

convalecencia (segunda muestra). El total de pacientes con serología y PCR positivas 

fue de 88/105 (83.8%), lo que supone una concordancia de un 76% entre ambas 

técnicas (si solo considerásemos los casos con serología positiva en fase aguda, la 

concordancia sería de un 73%). Información detallada disponible en la Tabla 3 del 

artículo. 

Entre los 271 pacientes con PCR negativa, la serología también fue negativa en 199 

casos (73.4%), mientras que mostró un resultado positivo en 72 casos, por lo que, si 

comparamos ambas técnicas, la sensibilidad de la PCR comparada con la serología 

fue de 55% y 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 diagnóstico 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 (podría tratase de material 

genético de bacterias no viables por tratamiento antibiótico previo), ni que esté 

produciendo una infección activa en ese momento, ya que se ha demostrado que M. 

pneumoniae puede persistir colonizando la nasofaringe durante periodos prolongados 

de tiempo sin ningún tipo de manifestación clínica.  

De hecho, Nilsson et al. realizaron un estudio en el que comparaban PCR con serología 

y en el que encontraron DNA de M. pneumoniae hasta 7 semanas después de la 

resolución del cuadro clínico a pesar de haber sido tratado con un antibiótico adecuado 

(190). En la misma línea, Meyer Sateur et al. detectaron DNA de M. pneumoniae hasta 

en un 48% de niños sanos que habían escogido como controles para su estudio (193). 

Por otro lado, la serología es un método de diagnóstico indirecto, es decir, busca la 

respuesta inmune humoral del individuo frente a una infección. Esto implica que el 

sistema inmune requiere un tiempo desde que se inicia el cuadro clínico hasta que los 

niveles de anticuerpos en suero son detectables (periodo ventana). La recogida de 

suero en el inicio de la infección puede dar lugar a resultados falsos negativos, así como 

puede ocurrir en pacientes inmunodeprimidos, cuya capacidad de síntesis de 

anticuerpos puede estar mermada (194). Además, la IgM puede detectarse meses o 
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incluso años tras la infección por M. pneumoniae (191, 192). Kim et al. sugirieron el 

aumento del cut-off en la serología de M. pneumoniae a 1/640 para el diagnóstico de 

la neumonía en fase aguda, para intentar evitar de esta forma los falsos positivos por 

infecciones previas (194). En nuestro estudio, entre aquellos casos con serología 

positiva y PCR negativa, una gran parte de los pacientes poseían títulos de 1/160 o 

1/320 en fase aguda, título que no sufría 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 más estudios para aclarar el impacto de los portadores en la transmisión 

de la enfermedad en la comunidad. Las técnicas moleculares aportan una gran 

sensibilidad diagnóstica pero no son capaces por sí solas de distinguir entre infección 

activa y colonización, por lo que la combinación de ambas metodologías parece la 

opción más adecuada (44). 

El MLVA es una técnica de genotipado con gran potencia para la discriminación entre 

cepas (195). En nuestro estudio, se detectaron 11 tipos de MLVA, siendo los más 

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 más encontrados en otros 

países de Europa (133, 196, 197), Estados Unidos (66) y China (198, 199). 

 La proporción de los distintos genotipos fue variando a lo largo del estudio, 

encontrando estos resultados en la Figura 1 del artículo. 

Durante los años con mayor número de casos (2014 y 2015), el genotipo 4-5-7-2 se 

detectó en proporciones similares, mientras que se observó un aumento del genotipo 

3-5-6-2 ligado a un descenso de genotipo 3-6-6-2 en ese periodo. Además, su 

distribución fue estacional, siendo el genotipo 4-5-7-2 más frecuente en verano 

mientras que el 3-5-6-2 se detectó predominantemente en invierno y primavera. El 

genotipo 3-6-6-2 se encontró mayoritariamente en la primavera de 2014, mientras que 

los genotipos restantes fueron detectados a lo largo de todo el estudio. 

La transmisión domiciliaria de M. pneumoniae queda reflejada al encontrar 4 muestras 

de adultos con el mismo perfil de los niños infectados convivientes, sugiriendo que el 

origen de la transmisión 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 observó 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 podría tratarse de una variante del primero. 

Otra de las preguntas era si los diferentes genotipos podían estar relacionados con una 

mayor severidad de los síntomas. En nuestro estudio, no se encontró ningún tipo de 

correlación entre la sintomatología y el genotipo detectado (información adicional en la 

Tabla 2 del artículo), a diferencia de lo descrito por Yan et al. (200), en el que el MLVA 

estaba relacionado con la evolución clínica, y que determinados genotipos tenían un 

mayor riesgo de progresión a neumonía grave. 

Adicionalmente, se realizó un análisis de los virus respiratorios presentes en los 

pacientes con una neumonía por M. pneumoniae confirmada. En la mayoría de los 

casos, se detectaron múltiples coinfecciones virales, lo que implica que la 

sintomatología del cuadro podría deberse bien a M. pneumoniae o a alguno de los virus 

detectados. El Rhinovirus fue el virus más detectado (37.9%, N=30), pero algunos 

estudios describen su detección en niños asintomáticos (201), por lo que estos 

resultados deben interpretarse con precaución. Además del anterior, el Parainfluenza 

(15.2%, N=12) y el virus respiratorio sincitial (13.9%, N=11) pueden causar una 

sintomatología compartida con M. pneumoniae, por lo que es importante tenerlos en 

cuenta. Los genotipos más 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 artículo. 

Finalmente, se realizó el análisis de mutaciones asociadas a resistencia a macrólidos en 

las muestras positivas para M. pneumoniae, detectándose en un 8% de los casos (11 

muestras de 10 pacientes). Las mutaciones encontradas fueron de cuatro tipos, tres de 

ellas en la región 1 y una en la región 2 (numeración M. pneumoniae): A2063G (N=7), 

A2063T (N=1), A2064G (N= 2) (región 1) and C2617A (N=1) (región 2). 

Los macrólidos son el tratamiento de elección en las neumonías causadas por M. 

pneumoniae en nuestro país (132, 202). Las quinolonas y las tetraciclinas generalmente 

se evitan en niños por sus efectos adversos (203), aunque países como Japón, con un 

elevado nivel de resistencia a macrólidos, han incluido el tosufloxacino o minociclina en 

pacientes con neumonía por M. pneumoniae que no responde a macrólidos (140). 

Se han publicado múltiples estudios en torno a la resistencia a macrólidos en M. 

pneumoniae. Hasta aproximadamente el año 2000, los casos de cepas resistentes a 

macrólidos eran anecdóticos. A partir de esa fecha, aparecieron las primeras cepas 

resistentes en Asia ligadas al uso desmesurado de macrólidos (204), y las tasas de 
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resistencia en ese continente oscilan entre el 13 y el 100% en países como China (205-

209) o Japón (156, 210-212). En Europa, el elevado porcentaje de cepas resistentes 

descrito en Italia (25.6%) parece originado igualmente por presión antibiótica (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 países en los que no se habían detectado cepas 

resistentes a macrólidos por el uso restringido que hacen de los mismos (214). 

En nuestro estudio, entre las cepas portadoras de una mutación asociada con resistencia 

a macrólidos, el genotipo de MLVA más 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 

macrólidos, incluyendo 6 casos en los que la resistencia se generó durante el tratamiento 

con macrólidos del propio episodio estudiado. En estos casos, se demostró que se trataba 

de una resistencia de novo y no de una reinfección 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 más, en uno de los pacientes, la 

resistencia se generó tras administrarse únicamente 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 mutación 

asociada a resistencia, pero en la historia clínica constaba un tratamiento con macrólidos 

en los últimos 6 meses. El último caso correspondió con un paciente cuyo hermano 

presentó un cuadro de NAC no filiado que fue tratado con macrólidos.  

En todos los casos, y a pesar del patrón de resistencia detectado, la sintomatología clínica 

se resolvió sin ninguna incidencia sin cambiar el tratamiento con macrólidos pautado 

inicialmente. 

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones. En primer lugar, las muestras de suero y 

aspirado nasofaríngeo se recogieron de forma simultánea en aquellos pacientes con 

sospecha de neumonía atípica causada por M. pneumoniae. Esto implica que en aquellos 

cuadros de NAC donde se sospechaba de otra etiología (por ejemplo, vírica), no tuvimos 

muestra de suero para realizar la serología de M. pneumoniae, lo que habría mejorado la 

comparación entre ambas técnicas diagnósticas. En segundo lugar, a pesar de que el 

número total de muestras estudiado fue elevado (N=821), el porcentaje de positivos para 

M. pneumoniae fue relativamente bajo (N=137) para la realización de cálculos estadísticos. 

En tercer lugar, para el análisis de resistencias únicamente se realizó 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 proteínas ribosomales L4 y L22. Finalmente, este análisis aborda una región limitada 

de nuestro país, por lo que sería interesante la realización de un estudio multicéntrico a 

nivel nacional en un periodo de tiempo más largo que analizase los picos de infección y 

corroborase si los genotipos circulantes son los mismos que los detectados en nuestro 

estudio. 

En conclusión, este artículo describe por primera vez los genotipos de M. pneumoniae 

circulantes en nuestra zona, junto a su patrón de resistencia a macrólidos. Los genotipos 

más abundantes fueron el 4-5-7-2 y el 3-5-6-2, y la resistencia a macrólidos fue de un 8%. 

Dado que los cuadros neumónicos causados por M. pneumoniae suelen evolucionar de 

forma favorable incluso en ausencia de tratamiento antibiótico y el amplio uso de este tipo 

de antimicrobianos en la población infantil, cabe plantearse si el tratamiento es necesario 

en todos los casos, teniendo en cuenta la facilidad de generación de resistencia a 

macrólidos observado en el estudio realizado. 
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ARTÍCULO 2. Detection and Prevalence of Macrolide and Fluoroquinolone Resistance in 

Mycoplasma genitalium in Badalona, Spain 

Belén Rivaya, Chloé Le Roy, Elena Jordana-Lluch, Gema Fernández-Rivas, Cristina Casañ, Victoria 

González, Jun Hao Wang-Wang, Cécile Bébéar, Lurdes Matas and Sabine Pereyre  

Mycoplasma genitalium es un patógeno de transmisión sexual causante de entre un 15-

20% de uretritis no gonocócica 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 elección para realizar el diagnóstico (215). Tal como ocurre con M. 

pneumoniae, los macrólidos son el tratamiento de primera línea. 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 macrólidos en lugar de la monodosis de 1g para 

intentar evitar esta situación. Moxifloxacino supone la segunda línea de tratamiento en 

cepas resistentes a ML (92), pero la aparición de cepas con resistencia dual a ambas 

categorías (216, 217) ha hecho que la doxiciclina (con baja eficacia para la erradicación de 

la bacteria) o la pristinamicina deban considerarse como tratamientos alternativos (92). 

Dado que M. genitalium se puede detectar en gran número de pacientes que no muestran 

sintomatología alguna, las pruebas diagnósticas están indicadas exclusivamente en 

pacientes sintomáticos, con objeto de minimizar los efectos de la presión antibiótica al 

administrar tratamientos innecesarios. En aquellos pacientes que sí presentan 

sintomatología, la recomendación es la de realizar en los casos positivos el análisis de 

resistencia a macrólidos, para ajustar la antibioterapia y resolver así 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 (numeración de E. coli). Tradicionalmente, los estudios de resistencia se han llevado 

a cabo por métodos caseros (218, 219), pero la situación de riesgo actual ha fomentado la 

aparición de kits comerciales que permiten la detección del microorganismo y su patrón de 

resistencia a macrólidos de forma simultánea (178). De forma similar, la resistencia a 

quinolonas está causada principalmente por mutaciones en los genes parC o gyrA (167), y 

su detección tiene especial interés en aquellos pacientes con una cepa resistente a ML o 

que presenten fracaso terapéutico tras tratamiento con moxifloxacino, para restringir los 

tratamientos de tercera línea al menor número 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 aparición de kits comerciales únicamente autorizados con fines de 

investigación (171, 172). 

Los objetivos de nuestro estudio fueron: 

1. Evaluar la utilidad de la pirosecuenciación como técnica casera de dos pasos para 

la detección de resistencia a macrólidos en M. genitalium 

2. Comparar la pirosecuenciación, como técnica casera en dos pasos, con un reactivo 

comercial en un solo paso 

3. Estudiar la prevalencia de cepas resistentes a macrólidos y/o quinolonas en 

nuestra área de influencia, dada la escasa información disponible sobre el tema en 

nuestro país. 

Diseño 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 

Microbiología en los años 2016-2017 y una parte prospectiva de un año de duración 

(diciembre de 2017 a noviembre de 2018) que incluyó 181 muestras con detección de M. 

genitalium provenientes de los centros de Atención a la Salud Sexual y Reproductiva 

(ASSIR) de Badalona y Mataró y de las unidades de VIH y ginecología y obstetricia del 

Hospital Universitari Germans Trias i Pujol. Las 415 muestras totales provenían de 

pacientes a los que se les había solicitado un estudio de ITS, independientemente de que 

se tratasen de pacientes asintomáticos, sintomáticos o contactos de estos últimos. 

Información detallada en Tabla 1 del artículo. 

El diagnóstico de M. genitalium se realizó mediante el ensayo de PCR en tiempo real Allplex 

STI-7 Assay (Seegene Inc., Seoul, Korea), tras extracción previa del DNA con las 

plataformas Microlab NIMBUS (Hamilton Company, Reno, NV, EEUU) o STARlet IVD 

(Seegene Inc., Seoul, Korea). 

En aquellas muestras positivas, se estudió la presencia de mutaciones asociadas a 

resistencia a ML mediante pirosecuenciación, adaptando el procedimiento de Spuesens et 

al. que habíamos utilizado previamente para la detección de resistencias en M. 

pneumoniae (185) con los primers empleados por Jensen et al. (218).  

Para evaluar la pirosecuenciación como un método adecuado para la detección de 

resistencia a ML en M. genitalium, se procesó un subgrupo de 100 muestras mediante el 

kit comercial ResistancePlus® MG kit (SpeeDx, Sydney, NSW, Australia). Este kit ofrece la 
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detección simultánea de M. genitalium junto a las 5 principales mutaciones asociadas a 

resistencia a ML. Adicionalmente, se analizó la existencia de mutaciones relacionadas con 

la resistencia a quinolonas mediante secuenciación del gen parC. Ambos procesos se 

llevaron a cabo en la Universidad de Burdeos, Francia. 

Resultados y discusión 

Un total de 415 muestras de 407 pacientes que requirieron diagnóstico 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) provenía de pacientes jóvenes reclutados en los 

ASSIR por el programa de vigilancia para monitorizar las infecciones por C. trachomatis en 

los menores de 25 años llevado a cabo en Cataluña 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 había un 75.9% de mujeres (N=309) y un 24.1% de hombres (N=98). 

La media de edad fue de 26.2 años (rango de 16 a 68). La mayor proporción de positivos 

fue detectada en los individuos hasta 25 años (N=199, 47.95%), seguido del grupo de 26 

a 40 años (N=158, 38.07%) y mayores de 40 años (N=58, 13.98%).  

Se realizó un registro de datos epidemiológicos, sintomatología y razón para solicitar un 

estudio de ITS en 136/181 pacientes pertenecientes al estudio prospectivo, mostrando que 

la mayor parte de los pacientes referían que, pese a estar asintomáticos, o eran contactos 

de un paciente con una ITS o habían mantenido relaciones sexuales sin protección (N=70, 

52%). Entre los pacientes sintomáticos, las manifestaciones clínicas más frecuentes fueron 

la uretritis (N=12, 9%) y la leucorrea (N=11, 8%). Información complementaria acerca de la 

sintomatología y datos epidemiológicos disponibles en la Figura 1 y la Tabla 2 del artículo. 

Respecto a los factores de riesgo para padecer una infección por M. genitalium, nuestra 

cohorte incluyó 38 pacientes infectados por VIH, de los cuales 36 (94.7%) eran HSH. La 

mayoría estaban asintomáticos (63.2%, N=24), pero entre los que referían clínica, la 

proctitis (15.8%, N=6), la uretritis (13.2%, N=5) o la disuria (7.9%, N=3) fueron los síntomas 

más prevalentes.  La positividad en muestras rectales fue superior en pacientes 

asintomáticos que en los sintomáticos, tal como ocurrió en el estudio de Read et al. (91). 

Cabe destacar que, en esta cohorte, M. genitalium fue el único patógeno detectado en casi 

la mitad de los casos (N=17, 44.7%). 

En nuestro laboratorio se emplea una PCR multiplex con un panel sindrómico de ITS que 

permite la detección simultánea de 7 patógenos 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 guías actuales (92, 148), la detección de M. genitalium está 

únicamente indicada en pacientes sintomáticos o en las parejas de pacientes infectados, 

con el objetivo de evitar tratamientos antibióticos innecesarios que den lugar a la 

generación 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 detección serológica (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 realización de la parte experimental de esta tesis se 

estableció un algoritmo de trabajo: dado que recibíamos un elevado número de muestras 

de pacientes asintomáticos por los programas de vigilancia de CT en gente joven, en caso 

de detectar M. genitalium, se consultaba la historia clínica del paciente. En caso de no 

existir registros acerca de la presencia de sintomatología o de que se tratase de la pareja 

de un paciente positivo por M. genitalium, el resultado no quedaría reflejado en el informe 

final. En la actualidad, el incremento del volumen de muestras recibidas (unas 300 al día), 

ha hecho que se instauren una serie de perfiles preconfigurados para que el clínico 

solicitante especifique si se trata de un cribado en un paciente asintomático (en este caso, 

solo se informará el resultado de C. trachomatis y N. gonorrhoeae) o si, por el contrario, 

solicita un diagnóstico de infección de transmisión sexual en un paciente con síntomas, en 

cuyo caso se informará 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 únicamente en casos excepcionales para evitar la generación de 

resistencias. 

En cuanto a la detección de resistencias antibióticas, de las 415 muestras positivas por 

Allplex STI-7 para M. genitalium, 21 no tenían suficiente DNA para llevar a cabo el estudio, 

quedando un total de 394 muestras. La detección de resistencia a macrólidos se llevó a 

cabo por de la siguiente forma: por pirosecuenciación (N=215), por el reactivo comercial 

ResistancePlus® MG (N=79), o por ambos métodos en paralelo (N=100). Información 

detallada en la Figura 2 del artículo. 
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La pirosecuenciación se empleó como técnica principal en la detección de resistencia a 

macrólidos, adaptando la técnica previamente utilizada en M. pneumoniae. Para asegurar 

que 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 Española de Enfermedades 

Infecciosas y Microbiología Clínica (SEIMC). 

Como técnica comparativa, se empleó el reactivo comercial ResistancePlus® MG, método 

de un solo paso que permite la detección de M. genitalium y de las cinco mutaciones 

asociadas a resistencia a macrólidos más frecuentes (A2058G, A2059G, A2058T, A2058C 

o 2059C). 

Dado que ResistancePlus® MG además de detectar los patrones de resistencia identifica 

la bacteria, en el grupo de muestras que se procesaron con ambas técnicas se comparó la 

detección 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 detectó M. genitalium mientras que Allplex STI-7 informó de su 

presencia, se comprobó que no se trataba de falsos positivos por Allplex al realizar de 

forma satisfactoria el análisis del 23S rRNA para la resistencia a macrólidos por 

pirosecuenciación. 

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 congelación-descongelación (ya que las muestras fueron procesadas por 

Allplex y congeladas a -20ºC hasta la realización 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. Podría ser que la diana empleada por este último aportase 

un extra de sensibilidad a esta técnica. 

Respecto a la detección de resistencia a macrólidos, la concordancia entre ambas técnicas 

se elevó hasta un 95.4% (83/87). Entre los cuatro resultados discordantes, una cepa 

mutante detectada por pirosecuenciación fue informada como negativa por 

ResistancePlus® MG debido a una detección tardía (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 pirosecuenciación, 72 muestras presentaban mutaciones asociadas a 

resistencia, siendo la más 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 según las necesidades de cada momento y de bajo coste (siempre que 

tengas el equipamiento disponible), pero requiere un procesamiento manual más 

prolongado ejecutado por técnicos formados en la tecnología. 

Por el contrario, ResistancePlus® MG es adecuado para laboratorios con una alta carga 

de trabajo, ya que incluye la detección de M. genitalium y resistencia a ML en un solo paso, 

no requiere la adquisición de equipamientos adicionales a los ya presentes en un 

laboratorio clínico y permite trabajar con la rapidez requerida por las guías europeas. 

Sin embargo, no todo son ventajas. Este ensayo detecta un set de 5 mutaciones en el RNA 

23S asociadas a resistencia a macrólidos, por lo que no es adecuado para estudios 

epidemiológicos ni de investigación al no poder distinguir entre ellas ni de detectar otro tipo 

de mutaciones (diferentes a sus dianas o no descritas) que pudiesen estar presentes.  

Además, no existe un control interno de amplificación del gen 23S que asegure que la 

amplificación para la detección de resistencias se ha producido correctamente. Esto implica 

que el kit no puede distinguir entre la ausencia de mutación y la ausencia de amplificación 

del gen 23S rRNA, lo que conlleva un riesgo de obtener resultados falsos de cepa 

susceptible a macrólidos por falta de amplificación del gen, tal como ya reportaron Le Roy 

et al. (179). 

La prevalencia de resistencia a macrólidos fue de un 23.1%, suponiendo un total de 91 

muestras portadoras de una mutación asociada a resistencia. El porcentaje de resistencias 

se calculó para ambos periodos, observándose un ligero aumento en 2018 (26%) respecto 

a los dos años previos (22.2%).  

El valor obtenido es similar a otros estudios realizados en nuestro país (225-227), 

ligeramente más elevado que el 16.3% descrito en el País Vasco (228) e inferior al 

reportado por Salazar et al. en el sur de España (229), teniendo en cuenta que su cohorte 

incluía 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 Muñoz 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 Fernández-Huerta en el centro de 

Barcelona (231). Además de la diferente localización geográfica (y, por tanto, tipo de 

población de influencia), el primero se trata de un laboratorio de microbiología que procesa 

en su mayoría muestras de atención primaria, mientras que el segundo es una unidad 

específica de ITS, lo que explica el elevado porcentaje en esa ubicación. En nuestro caso, 

nuestras muestras provenían en su mayor parte de atención primaria pero también de la 



 
 

141 
 

unidad de VIH de nuestro centro, lo que explica que nuestro valor sea intermedio entre los 

dos reflejados anteriormente. 

Además, 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 revisión de historias clínicas 

reveló la administración de un tratamiento antibiótico previo en el 19.8% de los casos, en 

la mayoría de los casos un macrólido. Esta elevada tasa de resistencia es concordante con 

el reportado por Barberá et al. en nuestra región (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 simultánea la detección de M. 

genitalium junto con el análisis de resistencia a ML. 

Respecto a la resistencia a fluoroquinolonas, la secuenciación del gen parC reveló un 3% 

(3/100) de cepas portadoras de la mutación Ser83(80)Ile, mientras que las 97 restantes 

eran genotipo wild-type. Además, las tres cepas resistentes a fluoroquinolonas poseían 

también mutaciones de resistencia a macrólidos (cepas con resistencia dual), 

correspondiendo en dos casos a dos hombres con uretritis y la tercera a una joven de 18 

años cuya primera muestra (recogida tras un tratamiento empírico extendido con 

azitromicina) mostraba una mutación A2059G/parC genotipo wild-type. Ante este 

resultado, se pautó un tratamiento con moxifloxacino, y el test-of-cure reveló una cepa con 

resistencia dual (A2059G/Ser83(80)Ile) tras la terapia con la fluoroquinolona, lo que 

demuestra la facilidad de adquisición de resistencias en M. genitalium tras ser sometido a 

presión antibiótica. 

Nuestra tasa de resistencia a fluoroquinolonas es inferior al 8.8% descrito por Fernández-

Huerta et al., Piñeiro et al. (un 7.9%, pero no todas las mutaciones incluidas en este valor 

total tienen una implicación demostrada in vivo en la resistencia al tratamiento), de Salazar 

et al. (9.1%) y Adelantado y Beristáin (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 Pacífico Occidental (143). 

Este estudio tiene diversas limitaciones. En primer lugar, nuestra población de estudio 

incluye tanto pacientes sintomáticos como asintomáticos. Este hecho puede afectar a los 

valores obtenidos de resistencia a macrólidos o quinolonas, en comparación con otros 

estudios españoles (229, 231). En segundo lugar, no fue posible procesar todas las 
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muestras por pirosecuenciación y ResistancePlus® MG simultáneamente. El haber 

procesado únicamente un grupo de 100 muestras para comparar ambos métodos es una 

limitación importante, pero nos aporta una visión clara de la utilidad de la pirosecuenciación 

para este fin. En último lugar, solo se secuenció el gen parC para detección de resistencia 

a quinolonas, por ser la región genómica donde se encuentran de forma más frecuente las 

mutaciones asociadas al fallo terapéutico con moxifloxacino (167). 

En conclusión, este estudio proporciona información valiosa sobre la prevalencia de 

resistencias a macrólidos y quinolonas en M. genitalium en pacientes jóvenes con riesgo 

de ITS en Badalona, España, país en el que hay escasa información publicada sobre el 

tema en comparación con otras regiones europeas. La pirosecuenciación, a pesar de ser 

un método que requiere más tiempo, es una herramienta de bajo coste y útil para la 

detección de resistencia a macrólidos, útil en estudios epidemiológicos y para el 

descubrimiento de nuevas mutaciones. Dada la tasa de resistencias detectada en nuestra 

área, la detección simultánea de M. genitalium y su patrón de resistencia a macrólidos, 

utilizando técnicas caseras o comerciales, debería implantarse en los laboratorios de 

diagnóstico clínico. Esto permitiría mejorar el manejo de los pacientes al poder aplicar 

estrategias guiadas por los patrones de resistencia, disminuyendo la proporción de 

fracasos terapéuticos y los costes totales del proceso. 

 

Tras la realización 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 diagnóstico de ambas especies (complementando otras técnicas si es 

necesario) como en la detección directa desde muestra clínica de los genes asociados a 

resistencia antibiótica. En la mayoría de los laboratorios clínicos no es posible la realización 

de cultivo de estos microorganismos, y el tener la posibilidad de guiar el tratamiento del 

paciente para conseguir la resolución del cuadro clínico presentado es, hoy en día, más 

que recomendado a la vista de las tasas de resistencia obtenidas en ambos estudios. La 

pirosecuenciación se ha mostrado como una técnica versátil, adaptable y de bajo coste 

que permite la detección de mutaciones a demanda, en diferentes especies de 

microorganismos y con múltiples 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 microbiología clínica, aportando un valor añadido a 

nuestro trabajo en el día a día. 
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4. Conclusiones 

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

pneumoniae: 

1.  Las técnicas moleculares pueden ser herramientas valiosas para el diagnóstico de 

M. pneumoniae, aportando una elevada sensibilidad y permitiendo el estudio de 

brotes epidémicos mediante el tipado molecular de las cepas o la detección de sus 

patrones de resistencia. 

2.  La PCR multiplex en la detección de M. pneumoniae es una herramienta que 

incrementa la sensibilidad diagnóstica, permitiendo identificar de manera 

simultánea otros patógenos causantes de neumonía atípica, con el inconveniente 

de considerar como pacientes infectados a los portadores asintomáticos. 

3.  El empleo conjunto de la serología con la PCR aporta una sensibilidad y 

especificidad óptima que mejora el abordaje diagnóstico de esta entidad. 

4.  El MLVA es una herramienta con alta capacidad de discriminación útil en la 

evaluación de los genotipos circulantes de M. pneumoniae durante los picos 

epidémicos, permitiendo la detección precoz de brotes causados por un genotipo 

concreto. 

5.  El estudio de genotipos circulantes por MLVA nos permite la intercomparación con 

otros países y regiones, conociendo en cada momento cuáles son las cepas 

circulantes. 

6.  La caracterización de cepas por esta metodología no solamente se restringe a 

estudios epidemiológicos, si no que ha permitido la diferenciación entre infecciones 

persistentes o reinfecciones en los individuos estudiados. 

7.  La prevalencia de resistencia a macrólidos 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. 

8.  La capacidad de adquisición de resistencia a macrólidos en M. pneumoniae por 

presión antibiótica ha demostrado ser preocupante, hasta el punto de que dos 

únicas dosis de azitromicina fueron capaces de inducir una mutación asociada a 

resistencia en uno de los pacientes estudiados. 
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9.  La ausencia de brotes detectados durante el estudio no permitió demostrar la 

capacidad de diseminación de las cepas resistentes. Sin embargo, en uno de los 

pacientes con una cepa resistente a macrólidos, el único antecedente encontrado 

fue un tratamiento previo a su hermano con este tipo de terapia. 

10. A pesar de que los cuadros clínicos producidos por una cepa resistente se 

resolvieron incluso con el empleo de macrólidos, la información acerca del perfil de 

resistencia puede ser útil especialmente en si la evolución clínica es desfavorable 

o en aquellos casos de infección extrarrespiratoria. 

11.  La capacidad de adquisición de resistencia a macrólidos en M. pneumoniae por 

presión antibiótica ha demostrado ser preocupante, hasta el punto de que dos 

únicas dosis de azitromicina fueron capaces de inducir una mutación asociada a 

resistencia en uno de los pacientes estudiados. 

12.  Dado que la infección se resuelve de forma espontánea en la mayoría de los casos, 

sería necesario considerar de forma individualizada en el contexto de cada paciente 

si el tratamiento antimicrobiano puede aportar algún beneficio concreto. 

 

Aplicación de técnicas moleculares al estudio de Mycoplasma genitalium: 

13.  La pirosecuenciación ha mostrado ser un método robusto, de bajo coste y versátil, 

que permite su empleo en diferentes microorganismos o clases antibióticas, 

adaptando el método de forma sencilla. 

14.  Esta tecnología es útil tanto para la rutina diagnóstica, aportando el perfil de 

sensibilidad o resistencia a los macrólidos, como a nivel epidemiológico, 

permitiendo la caracterización de las mutaciones en un área concreta y la detección 

de nuevas mutaciones. 

15.  La adaptación de la pirosecuenciación 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 kit. 

16.  Los reactivos comerciales permiten su inclusión sencilla en las rutinas diagnósticas 

de los laboratorios clínicos al no requerir ningún tipo de equipamiento adicional. Sin 
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embargo, su coste es más elevado y solo permiten la detección de las mutaciones 

que tengan incluidas por defecto. 

17.  La prevalencia de mutaciones genéticas asociadas a resistencia a macrólidos 

detectada (23%) justifica la necesidad de la realización de este tipo de estudios tras 

el diagnóstico de una infección por M. genitalium de forma rutinaria, especialmente 

en el colectivo de HSH infectados por VIH. 

18. La realización del análisis de resistencia a macrólidos de forma rutinaria permitiría 

la instauración de estrategias de Resistance-Guided Therapy que mejorarían el 

manejo de nuestros pacientes. 

19.  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 patrón de resistencia dual, por lo que su realización 

estaría indicada en los casos de fracaso terapéutico y para la monitorización 

periódica de la situación en nuestro área. 
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6. Anexos 

6.1. Comunicaciones en congresos 
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