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Abstract

Sexually transmitted diseases (STDs) are prevalent among the population and widely distributed, without a de-
fined profile, and the appearance of resistances make it difficult to treat these pathologies. In relation, three
research projects were carried out at the Sexually Transmitted Infections (STIs) Unit of the Microbiological De-
partment at Vall d’'Hebron University Hospital. The first two projects dealt with Mycoplasma genitalium (M. geni-
talium) and Neisseria gonorrhoeae (N. gonorrhoeae), and their resistance to azithromycin and ciprofloxacin,
respectively. The third project looked into an alternative to the diagnostic process for vaginal infections. The
method consisted of using three new Kkits that could be implemented within the hospital routine.

Keywords: STDs, Mycoplasma genitalium, azithromycin, Neisseria gonorrhoeae, ciprofloxacin, vaginal infections.

Resumen

Las enfermedades de transmision sexual (ETS) son muy prevalentes entre la poblacién, de amplia distribucién y
sin perfil definido, y su tratamiento esta dificultado por la aparicién de resistencias. Con relacién a este hecho, se
elaboraron tres proyectos de investigacion en la Unidad de Infecciones de Transmisién Sexual (ITS) del Servicio
de Microbiologia del Vall d’Hebron Barcelona Hospital Campus. Los dos primeros trataron sobre Mycoplasma
genitalium (M. genitalium) y Neisseira gonorrhoeae (N. gonorrhoeae) y sus resistencias a los antibiéticos azitro-
micina y cioprofloxacina, respectivamente. El tercero, sobre una alternativa al diagndstico para infecciones vagi-
nales. El método usado consistio en la aplicacion de tres nuevos Kits que se podrian implementar en la rutina del
hospital.

Palabras clave: ETS, Mycoplasma genitalium, azitromicina, Neisseria gonorrhoeae, ciprofloxacino, infecciones vagi-
nales.

Resum

Les malalties de transmissié sexual (ETS) sén molt prevalents entre la poblaci6, de distribucié amplia i sense
perfil definit, i el seu tractament esta dificultat per I'aparicié de resistencies. Amb relacié a aquest fet, es van
elaborar tres projectes de recerca a la Unitat d’Infeccions de Transmissié Sexual (ITS) del Servei de Microbio-
logia del Vall d’'Hebron Barcelona Hospital Campus. Els dos primers van tractar sobre Mycoplasma genitalium
(M. genitalium) i Neisseira gonorrhoeae (N. gonorrhoeae) i les seves resistencies als antibiotics azitromicina
i cioprofloxacina, respectivament. El tercer, sobre una alternativa al diagnostic per a infeccions vaginals. El mé-
tode utilitzat va consistir en I'aplicacié de tres nous kits que es podrien implementar a la rutina de ’hospital.

Paraules clau: ETS, Mycoplasma genitalium, azitromicina, Neisseria gonorrhoeae, ciprofloxacin, infeccions va-
ginals
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1. Introduccion

1.1. Contextualizacion

Las ETS son enfermedades que afectan a la poblacién sexualmente activa sin perfil especifico. Clasi-
camente el diagnostico de estas enfermedades era manual y complejo, ya que los microorganismos
patégenos son muy exigentes; debia ser interpretado por los profesionales del laboratorio y tardaba
varios dias. Actualmente, con la introduccion de la PCR, el proceso es méas rapido y menos laborioso.
En referencia al tratamiento, la aparicion de resistencias esta dificultando tratar estas patologias una
vez diagnosticadas.

En este articulo se resumen los resultados de tres proyectos de investigacion relacionados con
la deteccion de resistencias de diversas especies de microorganismos capaces de producir ETS. Los
resultados de los tres proyectos se exponen conjuntamente en cada apartado.

El primer proyecto trata sobre la identificacién de M. genitalium y su resistencia al antibidtico
azitromicina, a través de la utilizacion del kit comercial de PCR MG & AziR Assay. Este trabajo técni-
co fue realizado personalmente por mi (bajo supervisiéon) dada mi titulacion (técnica de laboratorio)
y vinculacién profesional con el Laboratorio de Microbiologia de Vall d’'Hebron. Se utilizaron las ins-
talaciones y los instrumentos de la seccion de ITS de dicho centro.

El segundo proyecto trata sobre la identificacion de N. gonorrhoeae y su resistencia al antibi6-
tico ciprofloxacino, a través de la utilizacién del kit comercial de PCR ResistancePlus® GC. Este traba-
jolo elaboré junto a una residente de Microbiologia de cuarto afio. Se utilizaron las instalaciones y los
instrumentos de la seccidn de ITS de Vall d’'Hebron.

El tercer proyecto trata sobre testar un nuevo kit de PCR llamado Vaginitis Screening Assay,
utilizado en el diagnéstico rapido de las infecciones vaginales (vaginitis en inglés). Se plante6 que, si
los resultados obtenidos fueran similares o mejores a los del diagndstico manual que se esta em-
pleando en el laboratorio, se propondria su implantacién en la rutina habitual de diagnéstico de in-
fecciones vaginales en el Hospital Vall d’'Hebron. Este trabajo fue supervisado por la facultativa del
servicio de Microbiologia. Se utilizaron las instalaciones y los instrumentos de la seccién de ITS de
dicho centro.

Con el fin de dar un contexto comun a todos los proyectos se presentard una parte teérica so-
bre qué son las ETS, cudles son los microorganismos que las producen, su epidemiologia, diagndstico,
tratamiento habitual y la aparicidn de resistencias para estas bacterias. Luego se procedera a explicar
los resultados de los proyectos, sus discusiones y sus conclusiones.

1.2. Marco teorico

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define las enfermedades de transmisién sexual, ETS o en-
fermedades venéreas, como enfermedades causadas por diferentes microorganismos tales como bacte-
rias, virus y parasitos, contagiadas de persona a persona mediante un contacto sexual, aunque exis-
ten otros métodos de contacto como el transplacentario o durante el parto (Organizacién Mundial de
la Salud —OMS—, 2019).

Todas estas patologias son problemas actuales que requieren soluciones a largo plazo. La OMS
se plantea en la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible afrontar el problema que suponen estas
enfermedades a través de medidas especificas. Una de ellas es hacer énfasis en el enfoque de tres ETS
que requieren acciones inmediatas y pueden monitorizarse: la gonorrea (N. gonorrhoeae), la sifilis
(Treponema pallidum subesp. pallidum) y el papiloma genital (virus del papiloma humano) (OMS,
2016).
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1.2.1. Microorganismos causantes de ETS

Existen mas de treinta patégenos que pueden causar ETS. Algunas de ellas son tratables y curables
como la sifilis, la gonorrea, la clamidiasis y la tricomoniasis. Otras, causadas por virus, como hepati-
tis B, herpes, VIH (virus de la inmunodeficiencia humana) y VPH (virus del papiloma humano), son
incurables, pero pueden mitigarse o atenuarse mediante antivirales (OMS, 2019).

TABLA 1. CUADRO RESUMEN DE LAS PRINCIPALES ETS. TRADUCCION
Y ADAPTACIONES PROPIAS. INFORMACION EXTRAIDA DE CARMONA Y VIVES (2018)
Y HOSPITAL VALL D’HEBRON (2018). LA TASA DE INCIDENCIA CORRESPONDE
ALOS ANOS 2016-2018 Y SE EXPRESA EN CASOS POR 100.000 HABITANTES.

Tasa de
Principal . . o Incidencia
2 Complicaciones | Tratamiento Prevencion ~
sintoma Cataluia
(2016-2018)
Llagas genitales - e s
eers 5asg . Neurosifilis o Antibioticos: .
Sifilis y erupciones . L. o Preservativos 23,3
; sifilis congénita Penicilina
cutaneas
.1 . . . Antibiéticos: .
Clamidia Asintomatico Infertilidad . Preservativos 93,5
Doxiciclina
. . Preservativos,
5 Et  Dolor abdomi- ; .
. . Cancer Antivirales vacuna y no com- 0,9
B nal e ictericia .
partir jeringas
. 1. Antivirales: .
(0§ 8 Llagas genitales Recidivas . . Preservativos 15,5
Valaciclovir
Sindrome
seudogripal . Antirretro- .
VIH p. 8Mp . Sida . Preservativos 8,2
e inmunodefi- virales
ciencias
Asintomatico o No hay Preservativos
VPH verrugas Cancer tratamiento y 7,2
. . vacuna
genitales para este virus

A continuacidn, se presentan datos sobre diferentes ETS, a excepcién de N. gonorrhoeae y M.
genitalium, el sintoma principal que causan, sus complicaciones, tratamiento, prevencion y tasa de
incidencia en Catalufia para los afios 2016-2018 (tabla 1)

Este trabajo se centra en dos agentes causantes de las ETS: Mycoplasma genitalium y la Neisse-
ria gonorrhoeae. También se hablara de diversos microorganismos causantes de infecciones vagina-
les con mas detalle.

1.2.1.1. M. genitalium

M. genitalium es una bacteria del género Mycoplasma. Los micoplasmas son microorganismos consi-
derados filogenéticamente como grampositivas a pesar de no poseer pared celular y de tefiirse ligera-
mente con el colorante cristal violeta (Pifieiro et al., 2019)2014-2017. M. genitalium es una bacteria
pequeia y pleomdrfica, muy dificil de cultivar in vitro por sus caracteristicas. Son microrganismos
cuyo crecimiento no se inhibe con el uso de antibiéticos como las penicilinas o la vancomicina porque
carecen de pared celular (Madigan et al., 2009).
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M. genitalium es el causante de entre el 10 y 35% de las uretritis no gonocécicas en hombres.
En mujeres, causa cervicitis y enfermedad pélvica inflamatoria (EPI). La infeccion suele ser asintoma-
tica, pero puede cursar con alteraciones del flujo vaginal, disuria, uretritis, endometritis o sintomas
de EPI en mujeres. En el caso de hombres cursa con uretritis y disuria (Jensen et al, 2016).

1.2.1.2. N. gonorrhoeae

N. gonorrhoeae o gonococo es el causante de la gonorrea. Es un diplococo gramnegativo no esporula-
do y aerobio estricto. No suele sobrevivir fuera de las mucosas genitourinarias y, debido a su sensibi-
lidad a las condiciones ambientales, inicamente se transmite por contacto directo intimo entre per-
sonas (Madigan et al.,, 2009; Hill, Masters y Wachter, 2016).

Los sintomas de la gonorrea varian entre hombres y mujeres. En mujeres, el lugar primario de
infeccion es el endocérvix, produciendo un exudado purulento leve dificil de diferenciar de otras in-
fecciones bacterianas, por lo que puede pasar desapercibida. En caso de que no se trate, puede acabar
en EPl y causar esterilidad. En el hombre puede causar una uretritis dolorosa (Madigan et al, 2009).

Si esta patologia no se trata, puede generar dafio en las valvulas cardiacas y articulaciones por
acumulacién de inmunocomplejos (Madigan et al.,, 2009; Hill, Masters y Wachter, 2016).

En neonatos puede causar infecciones oculares. Los nifios de madres infectadas pueden con-
traer el microorganismo en el momento del parto y para evitarlo se suele utilizar, como profilactico,
pomadas de eritromicina (Madigan et al., 2009).

1.2.1.3. Infecciones vaginales

Las infecciones vaginales son una patologia que afecta con frecuencia a las mujeres. Suele ir asocia-
das a inflamacién de la vagina. La vagina tiene una biota normal formada mayoritariamente por Lac-
tobacillus y, cuando estos disminuyen, otros microorganismos crecen y aparece la infecciéon (Gaydos
etal,2017; Lynch et al, 2019).

Como microorganismos que pueden generar infecciéon encontramos Candida albicansy Tricho-
monas vaginalis. Otra causa comun de infeccion es la vaginosis bacteriana (Schwebke et al., 2018). La
vaginosis bacteriana es una infeccién bacteriana causada por un sobrecrecimiento de microorganis-
mos de la microbiota, sobre todo de Gardnerella vaginalis (G. vaginalis) (Roselletti et al., 2020).

C. albicans es una levadura que forma parte de la microbiota de la vagina pero, cuando hay un
sobrecrecimiento de este microorganismo, genera malestar, incremento del flujo vaginal y prurito
(Madigan et al.,, 2009).

T vaginalis es un protozoo que se transmite por contacto sexual, pero sobreviven poco tiempo
en superficies, en orina y semen. Esto hace que en ocasiones se pueda contagiar en aseos, saunas o por
papel higiénico (Madigan et al., 2009).

Estas infecciones afectan a la vagina en mujeres; en hombres puede afectar a la préstata y la
vesicula seminal, y, en ambos, a la uretra (Madigan et al, 2009).

1.2.2. Epidemiologia

Los datos de la OMS indican que mas de un millén de casos de ETS se contagian a diario. En el infor-
me de la OMS de 2016 se informaba de 127 millones de casos de clamidia, 87 millones de casos de go-
norrea, 6,3 millones de casos de sifilis y 156 millones de casos de tricomoniasis (OMS, 2018). Se

muestra a continuacion la distribucién de una aproximacion de los casos de ETS curables (gonorrea,
sifilis, clamidia y tricomoniasis) alrededor del mundo, segtin la OMS (figura 1):
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Figura 1. Aproximacién de los casos de ETS curables alrededor del mundo segin la OMS (2016).

No existe un grupo de riesgo especifico para las ETS, ya que cualquier persona que tenga una
relacion sexual sin proteccion fisica (preservativo) puede ser considerada de riesgo (OMS, 2018).

Segun los datos del Departament de Salut, en 2017 se notificaron en Catalufia 3.332 casos de
gonorrea, 82% hombres y 18% mujeres. También se notificaron 1.015 casos de T. vaginalis, donde el
96% de los casos eran de mujeres y el 4% restantes, de hombres (Carmona y Vives, 2018).

1.2.3. Diagndstico habitual

Las ETS se han diagnosticado cldsicamente mediante métodos como el diagnédstico clinico o de labo-
ratorio. El clinico, basdndose exclusivamente en la sintomatologia, y el de laboratorio, buscando los
microorganismos causantes de las ETS (Madigan et al.,, 2009).

Tradicionalmente, el trabajo de laboratorio ha consistido en hacer crecer y aislar los microor-
ganismos en placas de cultivo con medios generales (Agar Sangre) o bien en medios especificos (Thayer
Martin) y su posterior identificacion mediante pruebas y tinciones especificas (Madigan et al., 2009).
Esta técnica sigue siendo la prueba de referencia (gold standard) con la que se comparan otras técni-
cas diagnosticas mas rapidas y modernas.

En la actualidad el diagndstico habitual se hace mediante el test de la polimerasa en cadena
de acidos nucleicos (PCR multiplex, polymerase chain reaction). La PCR se basa en la amplificacion de
regiones especificas de ADN de los microorganismos. En estos casos, se utiliza una ADN polimera-
sa, primers de oligonucledtidos, dNTP, cloruro de magnesio, tampdn y el ADN especifico. La PCR
tiene tres fases consecutivas: desnaturalizaciéon, hibridacién y elongacién (Loeffelholz y Dong,
2018).

1.2.4. Tratamiento actual

La prevencidn para todas las ETS consiste en el uso de barreras fisicas tales como preservativos para
evitar el contacto directo entre personas durante las relaciones. El tratamiento de las ETS se hace me-
diante la utilizacién de antibiéticos en funcién del microorganismo causante (OMS, 2016).

Otro método que puede ser ttil en la prevencion de ciertas ETS son las vacunas. Existen vacu-
nas para algunas de estas enfermedades causadas por virus como es el caso de la hepatitis B y PVH.
Estos métodos de proteccion no solo son utiles para evitar la infeccion, sino que ayudan a prevenir la
aparicion de complicaciones tales como el cancer (OMS, 2016).
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Frente a M. genitalium, el tratamiento de primera eleccion es el antibiético macrolido azitromi-
cina (Bjornelius, Magnusson y Jensen, 2017; Pifieiro et al., 2019). En el caso de la aparicion de resis-
tencias a este antibiotico, el tratamiento es moxifloxacino (Gilbert et al, 2019). En la actualidad se
observa un aumento creciente de resistencias al tratamiento y, en estos casos, no se dispone de una
alternativa terapéutica eficaz (Gilbert et al., 2019).

En casos de infeccidn por N. gonorrhoeae, el tratamiento mas utilizado es el antibidtico ceftria-
xona. En caso de la aparicion de resistencias a este antibiotico, el tratamiento alternativo es la azi-
tromicina. En la actualidad el ciprofloxacino ha dejado de usarse por la rapida aparicion de resisten-
cias que ocasiona (Dong y Klausner, 2019; Ellis et al., 2019; Gilbert et al, 2019; De Korne-Elenbaas et
al.,, 2020).

En conjunto, entre las familias de firmacos resistentes a N. gonorrhoeae encontramos: tetraci-
clinas, macroélidos, quinolonas y cefalosporinas (Unemo y Shafer, 2014).

Cuando el diagndstico clinico es de infeccion vaginal es preciso tratar el microorganismo cau-
sante. En las candidiasis el tratamiento puede variar entre los antifingicos fluconazol o itraconazol y
en caso de aparicion de resistencias el antifingico que se utiliza es el clotrimazol. En las tricomonia-
sis el tratamiento de eleccidn es el antibiético metronidazol. En el caso de tener vaginosis bacteriana,
el tratamiento que se utiliza es el antibiético metronidazol y, en el caso de aparicion de resistencias,
la alternativa es el antibidtico clindamicina (Gilbert et al,, 2019).

1.2.5. Resistencias

Las ETS son enfermedades que tienen un tratamiento accesible mediante antibioticos, pero, a causa
del mal uso o uso excesivo de estos medicamentos, estdn apareciendo resistencias a los tratamientos
habituales. Las resistencias aparecen debido a mutaciones que producen genes de resistencia o a la
adquisicion de estos a través de plasmidos. Las resistencias suelen ser debidas a que la bacteria gene-
ra enzimas que destruyen los antibiéticos haciendo que no hagan efecto (Tenover y McGowan, 2008).

Segun datos obtenidos por el Hospital Vall d’'Hebron, en el 36% de casos de infecciéon de M.
genitalium, este es resistente a la azitromicina (Catalunya, 2019). Las resistencias a los antibiéticos
implican un problema de salud importante puesto que dificultan el control de las enfermedades, de
forma individual y poblacional (Catalunya, 2019).

La azitromicina, farmaco ampliamente usado para tratar M. genitalium, forma parte de la fami-
lia de los macrélidos. El mecanismo de accién consiste en una actuacién sobre la parte 50S del ribo-
soma, bloqueando la sintesis de proteinas. Esta resistencia se conoce desde hace tiempo, pero aun asi
se sigue utilizando este antibiético ampliamente. La resistencia que se ha notificado respecto a este
medicamento se debe a una mutacion, a un polimorfismo, en el gen 23S del ARN ribosomal incluido
en la subunidad 50S (Bradshaw, Jensen y Waites, 2017).

Se calcula que, actualmente, el 40% de cepas de M. genitalium son resistentes a azitromicina
(Braam et al, 2017; Nye et al., 2020). Esto se debe a cambios en un solo nucleétido del gen 23S. Las
mutaciones reciben diversos nombres: A2058G, A2058C, A2058T, A2059G, A2059C y A2059T. De en-
tre estos, el A2059G es el méas prevalente, seguido de A2058G (Braam et al., 2018; Nye et al., 2020).
El hecho de que sea una mutacién simple, producida por un cambio de nucleétido, puede explicar que
la resistencia a azitromicina sea tan habitual (Braam et al,, 2017).

En el caso de N. gonorrhoeae, uno de los tratamientos utilizados es el ciprofloxacino. Este anti-
bidtico forma parte de la familia de las fluoroquinolonas y el mecanismo de accién consiste en blo-
quear la enzima ADN girasa, bloqueando la sintesis de ADN y evitando el superenrollamiento de este.
A altas concentraciones, pueden bloquear la topoisomerasa II, que es andloga al ADN (Murray et al.,
2017). La resistencia que se ha notificado con respecto a este antibiotico se debe a una mutacién en
el codon 91 del gen gyrA (Melendez et al., 2019). Para el tratamiento habitual de la N. gonorrhoeae, la
ceftriaxona, la tasa de resistencia se mantiene baja, en un 0,7%; el de la azitromicina es de un 5,8%, y
el ciprofloxacino, que se usaba anteriormente, se ha dejado de utilizar a causa de las resistencias. Su
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uso es exclusivo para casos en los que se sabe con certeza que no hay mutacion, ya sea con antibiogra-
ma o con un test de PCR (Catalunya, 2019).

2. Objetivo del trabajo

Debido a que este trabajo engloba tres proyectos distintos, con objetivos similares, se diferenciaran
los objetivos para cada uno de los proyectos.
Resistencias de Mycoplasma y Neisseria

e Evaluar un kit de deteccion de M. genitalium y N. gonorrhoeae y mutaciones asociadas a re-
sistencias a azitromicina y ciprofloxacino.

Diagnostico de infecciones vaginales:

e Comparar el funcionamiento de un nuevo kit de diagndstico de infecciones vaginales para
evaluar si puede ser una alternativa al diagndstico de rutina actual.

Existen objetivos comunes para todos los proyectos elaborados:

e Integrar conocimientos de diferentes ambitos de farmacia: microbiologia, farmacologia y
salud publica.

¢ Profundizar en los conocimientos sobre diferentes microorganismos causantes de ETS.

¢ Estudiar la aparicion de las resistencias a los antibidticos y como funcionan.

e Aprender como realizar correctamente el trabajo de investigacion en el laboratorio.

3. Material y métodos

3.1. Resistencia en Mycoplasma genitalium a azitromicina

Muestras estudiadas. Para realizar este estudio se estudiaron 100 muestras confirmadas positivas
para M. genitalium segun la PCR de deteccién de enfermedades de transmision sexual usada en el
Hospital Vall d’Hebron. Estas muestras fueron recogidas y congeladas para su conservacion. Las
muestras eran variadas: exudados rectales, uretrales, endocervicales, vaginales, faringoamigdala-
res y muestras de orina. De todas las muestras se hizo la extracciéon de ADN para el posterior testaje
del kit.

Las muestras se recogieron mayoritariamente de Atencién Primaria, también de diferentes
hospitales o dispositivos de atenciéon como el Centre de Drassanes, con el servicio del Check Point
(prueba gratuita dirigida a las personas que lo pidan para control de las enfermedades de transmi-
sion sexual con muestras de exudados rectales), consultas externas del Hospital Vall d’'Hebron y Aten-
cioén Primaria (de diferentes Centros de Urgencia de Atencion Primaria, CUAP). Las diferentes mues-
tras estudiadas segun su centro de recogida se muestran en la figura 2:

Método de deteccidn de resistencia. Para la deteccién de las resistencias de Mycoplasma geni-
talium, se utilizé un nuevo test de PCR multiple a tiempo real llamado MG & AziR Assay (Allplex™).
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Figura 2. Origen de las muestras obtenidas para M. genitalium divididas por centro.

El ensayo se basa en la deteccion de M. genitalium y de sus mutaciones A2058G, A2058C,
A2058T, A2059G, A2059C y A2059T en el gen 23S ARNT, responsable de la resistencia al tratamiento
con antibidtico azitromicina. El test detect6 la presencia de M. genitalium y la presencia del gen 23S
mutado, e implica resistencia (Seegene Inc, 2019a).

La cantidad de Mastermix elaborada es directamente proporcional al nimero de muestras que
se prueben a la vez, siendo necesarios 15 pl de Mastermix para 1 muestra. Una vez elaborada la Mas-
termix, los 15 pul se reparten en pocillos y se afiaden 5 pl de muestra de ADN para obtener un volumen
final de 20 pl/pocillo. Es importante que no queden burbujas por posibles interferencias que generan
resultados anémalos (Seegene Inc, 2019a).

Los pocillos se introducen en un termociclador, donde pasan por las fases de desnaturaliza-
cioén, hibridacién y elongacion durante 30 ciclos y se obtienen los resultados. Para detectar los resul-
tados, la prueba utiliza 4 fluoréforos que revelan las diferentes mutaciones.

Con estos resultados obtenemos un valor de Ct cualitativo. Un Ct o umbral de ciclo es el corte
de la curva de amplificacién sobre la linea del umbral en la interpretacién de los resultados de la PCR
(Loeffelholz y Dong, 2018). Se representa graficamente un valor de Ct de ejemplo en la figura 3. En
este caso encontramos que:

e (Ct<45implica mutacion detectada y resistencia a la azitromicina.
e (Ct=45 implica mutacién no detectada y, por tanto, no resistente a azitromicina.

A partir de los valores de Ct se determin6 cuantas muestras de las recogidas eran resistentes a
azitromicina y se evaluo la eficacia del test comparando los resultados obtenidos con la base de res-

puestas correctas.
Para la recogida de datos se ha utilizado un Excel y para el analisis, el programa SPSS.

Figura 3. Ejemplo de PCR con el valor de Ct indicado (Loeffelholz y Dong, 2018).
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3.2. Resistencia de Neisseria gonorrhoeae a ciprofloxacino

Muestras estudiadas. Para realizar este trabajo se estudiaron 275 muestras de ADN confirmadas po-
sitivas para N. gonorrhoeae segtin la PCR de deteccién de enfermedades de transmision sexual usada
en el Hospital Vall d’'Hebron. Ademas, se habia hecho un antibiograma para detectar la resistencia a
azitromicina a todas las muestras menos a 23. Las muestras se obtuvieron de varias fuentes:

¢ 100 muestras correspondian a muestras directas del banco de muestras de Vall d’'Hebron.
e 175 correspondian a cepas guardadas en el departamento de investigacién de Vall d’'He-
bron que provienen de diferentes hospitales.

Las muestras originales eran muy variadas: muestras de orina de hombres y mujeres e hisopos
rectales, endocervicales, vaginales, uretrales, faringeos y oculares, tanto de pacientes sintomaticos
como asintomaticos.

Método de deteccidn de resistencia. Para la deteccién de la resistencia de Neisseria gonorr-
hoeae se utiliz6 un nuevo test de PCR multiple a tiempo real llamado ResistancePlus® GC (SpeeDx)
(SpeeDx | ResistancePlus® GC, 2019).

Este ensayo se basa en la deteccion de N. gonorrhoeae y sus diferentes marcadores: gyrA S91
natural y sensible a ciprofloxacina o gyrA S91F mutante y resistente a este antibiotico (SpeeDx [ Resis-
tancePlus® GC, 2019).

La cantidad de Mastermix elaborada es directamente proporcional al nimero de muestras que
se prueben a la vez, siendo necesarios 15 pl de Mastermix para 1 muestra. Una vez elaborada la Mas-
termix, los 15 pl se reparten en pocillos y se afladen 5 pul de muestra de ADN para obtener un volumen
final de 20 ul/pocillo. Es importante que no queden burbujas por posibles interferencias que darian
resultados anémalos (SpeeDx | ResistancePlus® GC, 2019).

Los pocillos se introducen en un termociclador, pasan por las fases de desnaturalizacion, hibri-
dacion y elongacién durante 30 ciclos y se obtienen los resultados. Para detectar los resultados, el test
utiliza 5 dianas terapéuticas: gen GC opa, gen GC porA4, gen gyrA S91 (tipo natural), gyrA S91F (mutan-
te) y control interno. La deteccién se hace mediante el LightCycler® 480 Instrument II (LC480 II,
Roche) (SpeeDx [ ResistancePlus® GC, 2019).

Para la interpretacion de los resultados es necesario un software de analisis. Este automatiza
la interpretacion de los resultados de la amplificacion y optimiza el flujo de trabajo.

Una vez obtenidos los resultados se identificaron las muestras resistentes y se comprobo la efi-
cacia del kit probado con respecto a los antibiogramas hechos previamente a las muestras originales.

3.3. Diagndstico de infecciones vaginales

Para el diagnoéstico de infecciones vaginales se ha utilizado un nuevo kit de Allplex™ basado en la PCR
multiple a tiempo real llamado Vaginitis Screening Assay, que permite hacer el diagnéstico en menos
de 4 horas (Seegene Inc, 2019b). Este kit se prob6 para poder implantarlo en un futuro en la rutina
diaria para dar un diagnoéstico mucho mas rapido.

Muestras estudiadas. Para probar este Kit, se recogieron 100 muestras de exudados vagina-
les, sobre las que se habia realizado un diagnéstico etiolégico de forma manual en el hospital. Se
realizé la extraccién de ADN, se pasé el kit y se compararon los resultados con los obtenidos en el
hospital.

El diagnostico manual consiste en hacer crecer los microorganismos en medios de cultivo, a
los que se someten a diferentes pruebas como la tincién de gram para su identificacion.

Método de deteccion. El kit permite la deteccidon de diferentes microorganismos, tanto de la
biota normal como patégenos. El kit, con un algoritmo interno, interpreta los resultados finales en
funcién del patégeno detectado y la cantidad de Lactobacillus spp. Detecta los siguientes microor-
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ganismos: Lactobacillus spp, Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Mobiluncus spp, Candida albi-
cans, Candida others 'y Trichomonas vaginalis (Seegene Inc, 2019b).

La cantidad de Mastermix elaborada es directamente proporcional al nimero de muestras que
se prueben a la vez, siendo necesarios 15 pl de Mastermix para 1 muestra. Una vez elaborada la Mas-
termix, los 15 pl se reparten en pocillos y se afladen 5 pul de muestra de ADN para obtener un volumen
final de 20 ul/pocillo. Es importante que no queden burbujas por posibles interferencias que darian
resultados anémalos (Seegene Inc, 2019b).

Los pocillos se introducen en un termociclador, pasan por las fases de desnaturalizacion, hibri-
dacién y elongacién durante 30 ciclos y se obtienen los resultados. Para detectar los resultados, el
test utiliza 4 fluor6foros que revelan las diferentes mutaciones.

Como resultados obtenemos un valor de Ct cualitativo o bien un valor de Qt cuantitativo. La
obtencién de un valor de Ct o Qt depende del tipo de microorganismo que se detecta; para Candida
albicans, Candida others, Trichomonas vaginalis, Mobiluncus spp y control interno se obtiene un valor
de Ct, del resto se obtiene un valor de Qt (Seegene Inc, 2019b). Hay que tener en cuenta que:

e (Ct <40 implica microorganismo detectado.

e (Ct=40 implica microorganismo no detectado.
e Qt>0implica microorganismo detectado.

¢ Qt <0 implica microorganismo no detectado.

Como analisis estadistico se ha utilizado un Excel para recoger todos los resultados y poder
clasificarlos en funcién de la deteccién de los microorganismos.

Una vez obtenidos, se compararon los resultados del kit con los resultados manuales para in-
fecciones vaginales elaborados en Vall d’'Hebron.

4. Resultados
4.1. Resistencia en Mycoplasma genitalium a azitromicina

Las muestras estudiadas eran de 100 pacientes con un diagndstico positivo de M. genitalium segun el
test de deteccion de ETS de Vall d’'Hebron.

De las 100 muestras positivas que fueron analizadas con el kit testado, este solo detect6 la
presencia de M. genitalium en 60 de ellas. En los 40 restantes, el kit no fue capaz de detectar la pre-
sencia del microorganismo. Esta discrepancia fue debida a un error humano en el procedimiento de
recogida de las muestras positivas de M. genitalium y en su conservacion. En consecuencia, en los re-
sultados para la deteccion de mutacién solamente se tuvieron en cuenta las 60 muestras positivas.
Los resultados para la presencia de M. genitalium segun el kit se presentan seguidamente (figura 4):

Figura 4. Resultados de detecciéon de M. genitalium segin el kit MG &
AziR Assay, divididos en funcién de la presencia del microorganismo.
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A continuacién, se buscaron resistencias en las 60 muestras positivas para el nuevo Kit. Para
ello, se busco si presentaban alguna mutacion en el gen 23S, que proporciona resistencia frente a la
azitromicina: 31 muestras no presentaron mutacién y 29 muestras presentaron diferentes mutacio-
nes en el gen, lo que supone un 48,33% de muestras resistentes. Los resultados de la deteccién de
resistencia de M. genitalium se presentan a continuacion (figura 5):

Figura 5. Resultados de la presencia de mutacidn para las muestras po-
sitivas de M. genitalium y distribucion del tipo de mutacién en caso de
que la presente.

4.2. Resistencia de Neisseria gonorrhoeae a ciprofloxacino

Del total de 275 muestras analizadas, en 100 de ellas se extrajo ADN directamente de la muestra de
exudado y en 175 se extrajo ADN de diferentes cepas. Con el programa de interpretacion se obtuvie-
ron los siguientes resultados:

Dentro de las 275 muestras confirmadas positivas para N. gonorrhoeae segun el departamento
de ITS de Vall d’'Hebron, se detectaron con el kit testado 267 muestras positivas para N. gonorrhoeae.
En las 8 muestras restantes no se detecté el microorganismo. Se repitio la interpretacion de las mues-
tras negativas con el kit y dieron el mismo resultado, confirmando que no eran N. gonorrhoeae, por lo
que se excluyeron del estudio. Estos resultados negativos pueden ser debidos a un error humano en
la recogida de muestras o a una diferencia de sensibilidad entre el kit y el método de diagndstico es-
tandar. Los resultados de la identificaciéon de N. gonorrhoeae se muestran a continuacioén (figura 6):

Figura 6. Resultados de la presencia de N. gonorrhoeae segtn el kit para
las 275 muestras positivas de N. gonorrhoeae segin el departamento de
ITS de Vall d’Hebron.

En el caso de las 267 muestras positivas para N. gonorrhoeae segtn el kit se determin0 la resis-
tencia a ciprofloxacino buscando mutaciones en el gen gyrA. En 144 muestras el kit detect6 la muta-
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cién y, por tanto, son resistentes a ciprofloxacino; en 123 muestras el kit no detect6 la mutacion y, por
tanto, no son resistentes a ciprofloxacino. Los resultados para la presencia de mutaciones de N. gono-
rrhoeae se muestran a continuacion (figura 7):

Figura 7. Resultado de la presencia de mutacion en el gen gyrA de las
267 muestras confirmadas positivas para N. gonorrhoeae en funcién de
si aparece o no la mutacién y si se obtienen directamente o de cepas.

En las 275 muestras iniciales se realizé un antibiograma para determinar manualmente la
resistencia a ciprofloxacino y poder compararla con los resultados del kit. Del total, 140 muestras
presentaron resistencia a ciprofloxacino segun el antibiograma, 112 no la presentaron y en 23 mues-
tras este antibiograma no se realiz6, por tanto, no se pudieron comparar. A las 275 muestras se les
paso el kit y se compararon con las muestras a las que se hizo el antibiograma. Se detect6 una buena
correlacidn entre los resultados del antibiograma y el kit, ya que se detectaron resultados similares.
Para las muestras a las que se realiz6 el antibiograma y el kit se obtuvieron los siguientes resultados
(figura 8):

Figura 8. Resultados de la comparacion de 275 muestras a las que se
les paso el nuevo kit. Se han descartado las 23 muestras sin antibiograma.

4.3. Diagnostico de infecciones vaginales

Para realizar este estudio se partié de 100 muestras de exudado vaginal que previamente habian sido
analizadas en el laboratorio por personal especializado mediante las técnicas clasicas de cultivo. Tras
el diagnéstico microbioldgico manual (método estandar) se observé que: 39 muestras se diagnos-
ticaron como vaginosis bacteriana, 15 muestras fueron positivas en el aislamiento de C. albicans,
5 muestras fueron positivas en el aislamiento de Candida spp y 5 muestras fueron positivas en el ais-
lamiento de T vaginalis; en 30 muestras se consider6 que los microorganismos que se detectaron
pertenecian a la microbiota normal y 6 muestras fueron consideradas como microbiota alterada (no
presentaban biota normal, pero tampoco presentan microorganismos patdgenos). Es decir, 36 mues-
tras se dieron como negativas para patégenos y 64 como positivas. Todos los resultados se muestran
a continuacién (figura 9):
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Figura 9. Resultados de las pruebas de diagndstico manual elaboradas en Vall d’'Hebron.

Una vez hecha la primera interpretacion, el kit hace la clasificacion final de la biota y, en caso
de que esté alterada, del microorganismo que detecta. En esta clasificacion final se obtuvieron los
siguientes resultados para las 100 muestras: 35 como vaginosis bacteriana, 15 muestras se clasifica-
ron como C. albicans, 5 como Candida spp, 5 como T. vaginalis, 37 como microbiota normal y 3 como
microbiota alterada. Es decir, 60 muestras fueron consideradas positivas y 40 negativas. Estos resul-
tados se expresan a continuacién (figura 10).

Figura 10. Resultados de la clasificacion final del kit para las posibles causas de infeccio-
nes vaginales, ya sea por el aislamiento de algiin microrganismo causante o por vagino-

sis bacteriana.

Después de hacer la clasificacidn final para el kit, se compararon estos resultados de clasifica-
cion final con los resultados de Vall d’'Hebron para comprobar la concordancia entre ambos y ver si el
nuevo kit podia ser una alternativa viable en el diagndstico. Es preciso comentar que la diferencia en-
contrada entre los resultados de microbiota normal, vaginosis bacteriana y microbiota alterada pue-
de deberse a la dificultad del analisis de estas muestras y la subjetividad a la hora de interpretar un
resultado de forma manual. Los resultados de la comparacion entre los resultados de Vall d’'Hebron y
el kit se muestran a continuacioén (figura 11):
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Figura 11. Comparacion entre los resultados obtenidos en Vall d’Hebron y el kit testado
para evaluar la concordancia entre resultados. Las diferencias observadas entre micro-
biota normal, vaginosis bacteriana y microbiota alterada pueden deberse a diferencias
subjetivas a la hora de interpretar el resultado o a un error humano en la recogida de
muestras.

En la comparacion, el porcentaje de correlacion es de 89,7% para vaginosis bacteriana, 50%
para microbiota alterada y 100% para Candida spp, C. albicas y T. vaginalis.

Como puede observarse se detecta un alto grado de concordancia diagnéstica entre el método
diagndstico clasico y el nuevo kit probado.

5. Discusion

Las ETS son un grupo de enfermedades muy prevalentes en la poblacién activa que se tratan median-
te el uso de diferentes antibiéticos. El problema que se encuentra en la actualidad es la creciente apa-
ricion de las resistencias a los tratamientos actuales.

Por otra parte, las infecciones vaginales suelen ser una patologia importante en las mujeres,
pero actualmente su diagnostico es manual y subjetivo.

Conocidos estos problemas, este estudio se ha realizado para conocer los niveles de resistencia
a los antibidticos y mejorar el diagnostico de las infecciones vaginales.

5.1. Resistencia en Mycoplasma genitalium a azitromicina

A partir de los resultados encontrados, después de eliminar las muestras negativas debidas a un error
humano, se puede afirmar que este kit tiene una sensibilidad elevada para identificar la presencia de
M. genitalium y detectar sus resistencias al antibidtico azitromicina.

En lo referente a la deteccion de M. genitalium, para estas muestras no se puede dar un vere-
dicto concreto con seguridad debido a que se han obviado las muestras negativas por un error huma-
no y de conservacion, ya que el proceso de congelar y descongelar repetidamente puede desnaturali-
zar el ADN. Para las 60 muestras positivas, se puede considerar que el test detecta correctamente el
microorganismo.

En lo referente a detectar mutaciones en el gen 23S, el kit demostré unos resultados similares
a los estudios de Fernandez-Huerta et al. (2020) en los que se detecta una frecuencia de mutacio-
nes del 36,1% en Barcelona entre los afios 2016-2017. En el estudio realizado, la frecuencia de apa-
ricién de mutaciones era del 48,33%, lo que supone una tasa mayor que los otros resultados.

Otros estudios como el de Pifieiro et al. (2019) y el de Braam et al. (2018) utilizan otras téc-
nicas para determinar la resistencia a azitromicina y detectaron una frecuencia de mutaciones del
16,35% y del 21,6%, respectivamente. El kit, por tanto, detecté un mayor nimero de resistencias que
estos estudios.
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Esta diferencia con respecto a los resultados obtenidos puede deberse a que se ha eliminado
una parte importante de las muestras por un error humano y se ha evaluado un tamafio de muestra
mas pequefio que la de los otros estudios.

En lo referente a las mutaciones del gen 23S, ambos estudios detectaron el cambio de nucle6-
tido A2059G como la mas frecuente, como se indica en la Figura 5, debido a ello se supone una alta
correlacion entre los resultados con respecto a las mutaciones; la identificacion de mutaciones es in-
dependiente a la identificacion del microorganismo, lo que puede explicar la alta correlacion en estos
resultados y la baja correlacion en los resultados de identificacion.

5.2. Resistencia de Neisseria gonorrhoeae a ciprofloxacino

A partir de los resultados encontrados, se acepta que este kit es capaz de identificar correctamente la
aparicidon de N. gonorrhoeae y sus resistencias al antibiético ciprofloxacino.

En lo referente a la identificacién de N. gonorrhoeae, el test se ha demostrado muy eficaz a la
hora de identificar el microorganismo, como se muestra en la Figura 6, ya que practicamente todas
las muestras confirmadas positivas se detectaron como N. gonorrhoeae segun el Kit.

En lo referente a detectar mutaciones en el gen gyr4, el kit demostré una correlacién muy bue-
na con el antibiograma elaborado en Vall d'Hebron, como se muestra en la figura 8. A partir de las
muestras comparadas se vio que los resultados del kit y del antibiograma eran muy similares, de
manera que correlacionaban casi a la perfeccién.

Por tanto, se podria decir que el nuevo kit presenta una sensibilidad y especificidad similar a
los antibiogramas con la ventaja de que el kit requiere de 4 horas y el antibiograma, de 48 horas,
por lo que los resultados se tendrian antes y el tratamiento se adaptaria mejor.

Las técnicas de PCR son mas costosas econémicamente que los antibiogramas, pero la dificul-
tad de realizarlas es menor gracias a los extractores de ADN, que realizan la PCR a la vez.

Los resultados de Ebeyan et al. (2020), que elaboraron un estudio similar a este y con el mismo
kit de PCR, se correlacionan muy bien con los resultados obtenidos. La sensibilidad de deteccién de
N. gonorrhoeae de los resultados consultados es del 99,04%, mientras que la sensibilidad de detec-
cién de N. gonorrhoeae para este estudio es del 97,09% (Ellis el al, 2019).

Otros estudios, como el de de Korne-Elenbaas et al. (2020) y el de Ellis et al. (2019), utilizan
otras técnicas para detectar la resistencia a ciprofloxacino y obtienen unos resultados de sensibilidad
del microorganismo en un 98% y un 95%, respectivamente. Estos estudios permiten determinar que,
conrespecto alos resultados obtenidos, el kit detecta N. gonorrhoeae con una sensibilidad muy elevada.

En el primer y tercer estudios consultados también se compararon los datos de resistencias
encontradas con una secuenciacion de genotipo y fenotipo, de forma muy similar a los resultados
obtenidos en este estudio y presentan una correlaciéon muy alta entre resultados. Se evidencia que el
kit obtiene resultados muy similares a los métodos de referencia en menos tiempo en ambos casos.
El segundo resultado consultado es parecido: compara dos técnicas de PCR que presentan una correcta
correlacion entre siy de forma similar con los resultados obtenidos en este estudio (Dong et al. 2019,
loeffelholz and Dong, 2018; Ellis et al. 2019).

5.3. Diagndstico de infecciones vaginales

A partir de los resultados encontrados, se acepta que este kit es capaz de realizar un diagnéstico correc-
to de infecciones vaginales y de sus posibles causas, ya sea un microorganismo o vaginosis bacteriana.
Por tanto, se puede considerar una alternativa viable para el diagnostico de rutina de Vall d’Hebron.

En lo referente a las causas de infeccion bacteriana, se ha determinado la vaginosis bacteriana
como causa principal tanto para el diagnostico de rutina como para el diagnostico del kit, como se
muestra en las figuras 9 y 10.
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En lo referente a la interpretacion de las infecciones bacterianas, se ha observado una correla-
cién muy buena entre el diagndstico de rutina de Vall d'Hebron y la clasificacion final del kit, como se
muestra en la figura 11, en la que se observa que el test de rutina y el kit concuerdan en los microor-
ganismos causantes de las infecciones vaginales casi a la perfeccién. Se observa una discrepancia en
los casos de biota normal y vaginosis, ya que el kit detectaba mas microbiota normal que el método
manual y menos vaginosis bacteriana.

Este cambio puede deberse a que el diagndstico de estas infecciones vaginales es manual y
subjetivo y a que el diagndstico del kit es objetivo, por lo que da resultados mas precisos. Por tanto,
se podria decir que el nuevo kit funciona igual de bien que el diagnéstico de rutina manual, pero con
la ventaja de que el kit requiere de 4 horas frente al diagnéstico manual, de 24-72 horas. Las técnicas
de PCR son mas costosas econdmicamente que los métodos manuales, pero la dificultad de realizarlas
es menor gracias a la existencia de nuevos extractores de ADN, que hacen la PCR una vez realizada
la extraccion.

Los resultados de Lynch et al. (2019) y Schwebke et al. (2018), que utilizan diferentes kits de PCR
para el diagnoéstico de las infecciones vaginales y se comparan con métodos de referencia de forma
similar a este estudio, se correlacionan muy bien con los resultados obtenidos. Las causas de infec-
cion vaginal en comun para los tres estudios son la vaginosis bacteriana y Candida spp. La correlacién
entre método de referencia y PCR para vaginosis bacteriana en los estudios consultados es del 76.9%
y 76% respectivamente, mientras que la correlacion para vaginosis bacteriana en este estudio es del
89,74%. La correlacion para Candida spp en los estudios consultados es del 92,7% y 94% respectiva-
mente, mientras que la correlacion para Candida spp en el estudio realizado es del 100%. En ambos
casos, la correlacion es mayor en el kit testado en estudio y los resultados se correlacionan muy bien,
ya que son similares (Schwebke et al.,, 2018; Lynch et al., 2019).

6. Conclusiones

1) Enlas ETS, debido a sus caracteristicas clinicas y epidemioldgicas, la accesibilidad a las técni-
cas de diagnostico rapido por parte de la poblaciéon es muy util para poder resolver las con-
sultas agilmente e instaurar precozmente los tratamientos. Estos dos aspectos permiten
controlar la diseminacién de las enfermedades entre la poblacién, siendo til tanto para los
pacientes como desde el punto de vista de Salud Publica.

2) Lasresistencias a los antibidticos son un problema frecuente y muy importante para el trata-
miento de diferentes ETS, por lo que poder discriminar su presencia en diferentes microor-
ganismos tiene mucha utilidad para poder tratarlos adecuadamente.

3) Los dos test sobre deteccion de resistencias permiten realizar un diagndstico rapido del
microorganismo y son capaces de orientar sobre la aparicidn de resistencias antibidticas.
En concreto, el kit de N. gonorrhoeae es fiable para ambas cosas. Por otro lado, el de M. ge-
nitalium es fiable para la deteccién de resistencias y, obviando el error humano, es fiable
para la identificacién del microorganismo.

4) Eltest de diagndstico de las infecciones vaginales es una alternativa muy viable para la sus-
titucion de la técnica manual que se esta utilizando. Esto puede ser una mejora en el diag-
nostico de esta patologia, ya que en la actualidad el tiempo de deteccion es de 24-48 horas
y con este kit se podria reducir a 4 horas.
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