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RESUMEN

Introduccion. Mycoplasma genitalium (MG) es un re-
conocido patogeno de transmision sexual. El aumento de las
resistencias asociadas a las principales lineas de tratamiento
(macrdlidos y quinolonas) justifican un estudio genético de
mutaciones para mejorar las tasas de curacion.

Material y métodos. Un total de 8.508 muestras fueron
analizadas entre abril de 2018 y julio de 2022 para la detec-
cion de MG mediante la técnica de PCR multiplex AllplexTM
STI Essential Assay.En los casos positivos para MG se estudio
el dominio V del gen 23S rRNA y los genes gyrA 'y parC. Se
evaluo la importancia clinica de las mutaciones y se revisaron
las historias clinicas para obtener informacion demografica y
de tratamiento.

Resultados. Se realizo estudio de resistencias a 92 muestras
(65 hombres y 27 mujeres). En lo relativo al estudio genotipico,
28 pacientes presentaban mutaciones a macrolidos (30,43%). La
mas habitual fue A2059G (18.48%). Para las quinolonas, 5 pa-
cientes (5,43%) presentaron mutaciones clinicamente relevantes
en el gen parC. Destaca un paciente con la mutacion G295 en
gyrA asociada a G248T en parC. Treinta individuos se sometieron
al test de cura (TOC). La azitromicina fue el régimen empirico mas
comun y el moxifloxacino la principal alternativa.

Conclusiones. La elevada tasa de resistencias en nuestro
entorno evidencia la necesidad de realizar una terapia dirigida
por el estudio genotipico de resistencias a macrdélidos, apoyan-
donos en la deteccion de mutaciones en parCy gyrA para pre-
decir la susceptibilidad a quinolonas y en el uso del TOC para
evaluar la respuesta al tratamiento.
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ABSTRACT

Introduction. Mycoplasma genitalium (MG) is a recog-
nized sexually transmitted pathogen. Increasing resistance to
main lines of treatment (macrolides and quinolones) justifies a
genetic study of mutations to improve cure rates.

Material and methods. A total of 8508 samples from
April 2018 to July 2022 were processed using AllplexTM STI Es-
sential Assay. In MG positive cases 23S rRNA V domain, gyrA
and parCgenes were studied. Mutations detected were checked
to assess their clinical significance and medical records were
reviewed to obtain demographic and treatment information.

Results. Resistance study was performed on 92 samples
(65 men and 27 women). In relation to the genotypic study,
28 patients presented mutations to macrolides (30.43%).Most
common was A2059G (18.48%). For quinolones, 5 patients
(5.43%) had clinically relevant mutations in parC gene.Of note
was a patient with G295 mutation in gyrA associated with
G248T in parC. Thirty subjects underwent a test of cure (TOC).
Azithromycin was the most common empirical regimen and
moxifloxacin the main alternative.

Conclusions. High rate of resistance in our environment
evidences the need for targeted therapy by genotypic study of
macrolide resistance, supported by the detection of mutations
in parC and gyrA to predict quinolones susceptibility and the
use of TOC to evaluate treatment response.
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INTRODUCCION

Mycoplasma genitalium (MG) es un microorganismo de
transmision sexual reconocido como un grave problema de sa-
lud a nivel global debido a su alta tasa de resistencia a antimi-
crobianos. Se asocia a cervicitis, enfermedad pélvica inflamato-
ria e infertilidad en mujeres, aunque destaca como causante de
uretritis no gonococica en varones, en porcentajes que oscilan
entre el 10-30% [1].

Histéricamente, la presencia de requerimientos especiales
en el cultivo y su lento crecimiento dificultan su identificacion
y la realizacion del antibiograma. En la actualidad, las técnicas
de amplificacion de dcidos nucleicos han supuesto una revolu-
cion en el diagnostico de este patogeno [2].

En relacion al tratamiento, la ausencia de pared celular i-
mita las opciones terapéuticas. Las ultimas recomendaciones
de The International Union against Sexually Transmitted Infec-
tions (IUSTI) proponen como tratamiento de eleccion azitromi-
cina 500 mg/dia 1 dia, sequido de 250 mg/ dia durante 4 dias.
No obstante, en los ultimos afnos, diferentes metaanalisis han
notificado un importante incremento de las resistencias aso-
ciadas a macrolidos; del 10 % en estudios anteriores a 2010, a
alrededor del 50 % en estudios publicados en 2016y 2017 [3].

La principal alternativa terapéutica son las fluoroquinolo-
nas, con un porcentaje de resistencias mucho menor (7-100%)
[4], siendo la pauta mds aceptada moxifloxacino 400 mg/dia

8508 muestras

225 positivos

92 muestras con estudio de resistencias
65 hombres
27 mujeres

/ N

durante 7 dias.

En este contexto, el tratamiento dirigido basado en la de-
teccion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de las
principales mutaciones que confieren resistencias a macrolidos,
permite comenzar de forma precoz con el tratamiento de se-
gunda linea, mejorando el porcentaje de curacion inicial de un
60 a un 90 % aproximadamente [5].

Para evaluar la eficacia del tratamiento, la [USTI recomien-
da la realizacion de un test de cura (TOC) a partir de la tercera
semana de la finalizacion del tratamiento [6].

El objetivo de este estudio se centra en conocer la epide-
miologia vy las resistencias asociadas a MG en el drea sur de Te-
nerife, haciendo hincapié en el impacto que estas mutaciones
tienen en el tratamiento.

MATERIAL Y METODOS

Un total de 8.508 muestras fueron analizadas en el periodo
de abril de 2018 a julio de 2022 para la deteccion de MG me-
diante la técnica de PCR multiplex en tiempo real Allplex™ STI
Essential Assay (Seegene).

Se excluyeron las muestras positivas de pacientes a los que
se le realizo estudio de resistencias dentro de los 3 meses an-
teriores. Ademas, una carga bacteriana baja (Ct>30) supuso un
importante handicap para la amplificacion y posterior detec-
cion de resistencias.

® 121 pacientes con Ct>30
® 2 pacientes positivos en los 3 meses anteriores
© 10 pacientes con problemas relacionados con la muestra y/o
secuenciacion

|

133 pacientes excluidos

N

55 pacientes sin mutaciones

® 28 pacientes mutaciones en 23 S
* 15 pacientes mutaciones en gyrA/parC

15 pacientes TOC

Figura 1 ‘ Diagrama de flujo del procesamiento de las muestras.
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Tabla 1

Mutaciones detectadas en macrdlidos (dominio V 23s) y quinolonas (gyrA y parC).

Macrélidos: dominio V 23S rRNA N° muestras® Hombres Mujeres Relevancia clinica
A2058T 1(1,09%) 1(1,54%) i
A20586G 10 (10,87%) 10 (15,38%) sf
A2059G 17 (18,48) 16 (24,61%) 1(3.7) i
Quinolonas
parC
184T(P625) 9 (9,78%) 7(10,17%) 2 (7.40%) no
(6248T(S831) 1(1,09%) 1(1,54%) si
(G248A (S83N) 1(1,09%) 1(1,54%) si®
G259T (D87Y) 3(3,26%) 3 (4,61%) i
A281T (G94L) 1(1,09%) 1 (1,54%) no descrita
gyrA
(G286A(A96T) 1(1,09%) 1(1,54%) no descrita
6295A (D9IN)* 1(1,09%) 1(1,54%) si

“Datos sobre poblacion total a la que se le han realizado resistencias.
bCaracteristicas similares a C284T (S831).

Asociado a mutaciones en parC.

dAsociada a la mutacion G248T(S831) en parC.

El estudio de resistencias se baso en analizar el dominio
V del gen 23S rRNA (283pb) [7] para determinar la resistencia
frente a macrdlidos y la region determinante de resistencia a
quinolonas (QRDR) de los genes gyrA 'y parC, causantes de re-
sistencia a fluoroquinolonas [8].

Los amplicones fueron secuenciados mediante tecnologia
Sanger BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequence Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA) en un secuenciador ABI 3500
(Applied Biosystems).

Las mutaciones detectadas frente a la cepa de referencia
Mycoplasma genitalium G37 (NC_000908.2) fueron registradas
para estudiar si suponian un cambio aminoacidico relacionado
con las resistencias descritas en las diferentes bases de datos.

Las historias clinicas de los pacientes fueron revisadas re-
copilando datos demograficos, tratamiento antibiotico utiliza-
do, realizacion de test de cura, nueva consulta en el centro o
persistencia de los sintomas.

RESULTADOS

Durante el periodo estudiado, 225 muestras fueron posi-
tivas para MG (2,64%), con una prevalencia mayor en hombres
(3,59%) que en mujeres (1,68%). La mediana de edad fue 38,5
anos (rango 14-68).

Después de aplicar los criterios de exclusion se les realizd

el estudio de resistencias a 92 muestras (40.88%), de las cudles
65 (70.65%) correspondian a hombres y 27 (29,34%) a mujeres
(Figura 1).

En las mujeres la muestra de eleccion fue el exudado en-
docervical (92.6%), mientras que en los hombres fue el exuda-
do uretral (83,07%) y el rectal (9,23%). También se detectaron
4 casos en orina y 5 en otras localizaciones.

En lo relativo al estudio genotipico, 28 pacientes pre-
sentaban mutaciones que confieren resistencias a macrolidos
(30,43%). Las mas habituales fueron A2058T (1.09%), A2058G
(10.87%) y A2059G (18.48%).

Para las quinolonas, en el gen parC fueron detectadas mu-
taciones en 15 pacientes. Sin embargo, sélo 5 de ellos (5,430%),
presentaban resistencias con demostrada relevancia clinica. Asi,
encontramos 1 mutacion G248T(S831) (1.09%),1 G248A (S83N)
(1.09%) vy 3 G259T (D87Y) (3.26%). En relacion a las mutaciones
en gyrA, cabe destacar a un paciente que presentaba la muta-
cion G295A (D99N) asociada a G248T(S831) en parC.

El resto de polimorfismos Unicos de nucledtido (SNP) no
descritos en la bibliografia o sin demostrado significado clinico
aparecen recogidos en la Tabla 1.

Con respecto a la antibioterapia, se realizd TOC a 30 pa-
cientes (32.6%), de los cuales 11 presentan resistencias tnica-
mente a macrdlidos y 4 a macrolidos y quinolonas.
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Tabla 2 Tratamiento empirico, tratamiento de segunda linea y evolucion de los pacientes con
mutaciones detectadas que realizaron test de cura.

Paciente Tratamiento previo Mutacion 23 s Mutacion parC/gyrA  Testde cura  Tratamiento dirigido  Resolucion del cuadro

1% Azitromicina + Doxiciclina A2059G - - si

2" Azitromicina A2059G + Levofloxacino si

3 Peniciclina G + azitromicina A2058T - - si

4 Azitromicina A2059G C184T + Moxifloxacino si

5 Azitromicina A2059G + Doxiciclina si

6 Azitromicina A2058G6 + ND ND

7 Azitromicina A2058G G281/ + ND No (minociclina)

(G295A

g Pe”ic”";;frzrﬁff;tr:fxona ! A20596 + Moxifloxacino si

9 ND A2059G (6248A + ND ND

10* Penicilina G A2059G - - si

11 ND A2058G + ND ND

12 Azitromicina A2059G - - si

13 Azitromicina A2059G + Moxifloxacino si

14 Azitromicina A2059G + Moxifloxacino si

15 Azitromicina A2058G G259T + Moxifloxacino i

-: Negativo; +: Positivo; ND: no disponible.

*Paciente 1: coinfeccion con Neisseria gonorrhoeae. Paciente 2: cobertura empirica. Paciente 3 y 10: coinfeccion con Treponema pallidum.
Paciente 8: coinfeccion con Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis y Treponema pallidum.

En la tabla 2 se describen los tratamientos empiricos y el
tratamiento dirigido post test de cura de los pacientes con al-
guna mutacion.

Por otro lado, 13 pacientes a los que se les detecto resis-
tencias (13/28) no acudieron a consulta o no realizaron test
de cura. Se obtuvo informacion acerca del tratamiento en 5
de ellos; dos pacientes resolvieron el cuadro clinico con tra-
tamiento empirico con doxiciclina y al resto se les modifico
el tratamiento empirico por persistencia de sintomas (en una
ocasion se cambid a eritromicina y en los otros 2 se utilizd
moxifloxacino).

DISCUSION

Los resultados de nuestro estudio evidencian una preva-
lencia y una tasa de resistencias a los principales antibioticos
implicados en el tratamiento de MG semejantes a lo descrito en
la bibliografia [3].

Con respecto a las mutaciones asociadas a la resistencia
a macrolidos, los resultados son similares a los publicados en
otras regiones del pais, siendo la mayoritaria la A2059G (17/28).

[9,10]. En las muestras que presentaron mutaciones, en cuatro
pacientes se observo tratamiento previo con 1,5 gramos de azi-
tromicina; esta pauta se ha relacionado con un aumento de las
resistencias a macrolidos [3].

Para las fluoroquinolonas, la ausencia de la mutacion S83I
en parC es altamente predictiva de curacion con moxifloxaci-
no [11,12]. Otros SNP con relevancia clinica son S83N, D87N
y D87Y, aunque su papel estd menos establecido y es nece-
sario profundizar en su importancia en el futuro. El papel del
gen parC ha sido escasamente descrito en estudios nacionales,
como el de De Salazar et al [13].

Solamente 5 de nuestros pacientes presentaban mutacio-
nes relevantes clinicamente. La mutacion D87Y se encontrd en
3 pacientes. En dos de ellos no se realizd test de cura, por lo que
no podemos asegurar que se solventara el cuadro, y en el otro
individuo el cuadro se resolvio con moxifloxacino. Un paciente
presentaba la mutacion S83N, del cual no se pudo obtener da-
tos en relacion a la antibioterapia ni a la resolucion del caso y
el ultimo presentaba la mutacion G248T(S831) en parCasociada
a G295A (D99N) en gyrA. Este paciente presentaba persistencia
en los sintomas y finalmente fue tratado con minociclina. Aun-
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que en nuestro estudio es un caso aislado, algunas mutaciones
en gyrA se relacionan con fracaso terapéutico, tal y como su-
gieren las ultimas revisiones al respecto [11,14].

En la poblacion estudiada la mayoria de los casos son
hombres (65/92) y ademas suponen préacticamente la totalidad
de los positivos con mutaciones (27/28 para macrolidos y 5/5
en las mutaciones clinicamente relevantes para fluoroquino-
lonas). Entre ellos destacan los episodios de uretritis, siendo el
exudado uretral la muestra mas frecuente (83% de los casos).

Entre las limitaciones de este estudio se encuentran la dificil
amplificacion de los genes propuestos cuando la carga bacteria-
na obtenida en la PCR era insuficiente (Ct >30) y la imposibilidad
de obtener un antibiograma para correlacionar los resultados fe-
notipicos con las mutaciones detectadas. También creemos que
seria necesario acortar el tiempo de respuesta incorporando una
PCR dirigida a SNP concretos, ya que las resistencias a macrdli-
dos estdn bien descritasy podriamos obtener informacién rapida.

Ademds, aunque el tratamiento de sequnda linea con fluo-
roquinolonas en los pacientes con resistencia a macrolidos supu-
so la resolucion del cuadro en la mayoria de nuestros pacientes,
la falta de informacion desde atencion primaria en relacion al
tratamiento y la no realizacion del test de cura (30/92 secuencia-
dos) impiden tener unos datos concluyentes sobre la efectividad
de los tratamientos.

A pesar de estas limitaciones, los resultados de este estudio
son de un valor importante, debido a la gran cantidad de casos
secuenciados, el acceso a la informacion de la mayoria de los
tratamientos junto a la evolucion clinica de los pacientes, y la
adicion del estudio del gen gyrA.

En conclusion, la elevada tasa de resistencias en nuestro
entorno evidencia la necesidad de realizar una terapia dirigida
por el estudio genotipico de resistencias a macrolidos, apoyan-
donos en la deteccion de mutaciones en parC (especialmente
S831) y gyrA para predecir la susceptibilidad a quinolonas y en
el uso del test de cura para evaluar la respuesta al tratamiento.
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