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Resumen

Uno de los micoplasmas asociados al sindrome de la agalaxia contagiosa es
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC (MmmLC). En las Islas Canarias, asi como
en EEUU y Australia, MmmLC es la especie de micoplasma mas frecuentemente
asociada a este sindrome. Su control se realiza por medio de vacunacién y por
antibioterapia, siendo los antimicrobianos mas frecuentemente utilizados las quinolonas,

macrolidos y tetraciclinas.

Aunque no muy frecuentes, existen casos en los que la terapia con

antimicrobianos no es eficaz debido a la adquisicidén de resistencias.

Para comprender los mecanismos involucrados en la resistencia adquirida a las
quinolonas en MmmLC, nos hemos planteado varios experimentos. En el segundo
capitulo evaluamos de que modo factores como el inéculo, pH, presencia/ausencia de
oxigeno, edad del cultivo y periodo de incubacién pueden interferir con la determinacion
de la susceptibilidad a diversos antimicrobianos. En micoplasmologia no estan definidos
los protocolos para la determinacion de susceptibilidades para la mayoria de las
especies de micoplasmas. El estudio de las susceptibilidades bajo diferentes condiciones
de incubacién también puede ayudar a la comprensién de algunos fallos terapéuticos,
puesto que las determinaciones in vitro se realizan en condiciones fisioldgicas, las cuales
se ven alteradas en condiciones patoldgicas. En el tercer capitulo se determina la
susceptibilidad de diversas cepas clinicas de MmmLC a distintos antimicrobianos. Con
esto se pretende determinar la prevalencia de resistencias adquiridas en las cepas
clinicas. En el cuarto capitulo se seleccionan mutantes resistentes a las quinolonas. En
estos mutantes se estudia la presencia de mecanismos de expulsion activa, por medio
de inhibidores de los mismos y por estudios de la expresiéon de las proteinas de
membrana. También se secuencia parte de los genes que codifican las topoisomerasas,
buscando mutaciones responsables de sustituciones de aminoacidos y relacionandolas

con incrementos en la resistencia a las quinolonas.

El estudio de los factores que interfieren con la determinacion de susceptibilidades

nos permitié observar que el inéculo es el factor responsable de las mayores variaciones
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en su determinacion. Otros factores que también interfieren con la determinacién de
susceptibilidades son el pH del medio, la presencia/ausencia de oxigeno y el periodo de

incubacion. Sin embargo, la edad del in6culo utilizado no originé variaciones.

No hemos observado evidencia de resistencia adquirida a ninguno de los
antimicrobianos estudiados. Las fluoroquinolonas, macrdlidos, tetraciclinas, lincomicina y
cloranfenicol demostraron una buena actividad frente a MmmLC. El acido nalidixico no
demostré actividad frente a MmmLC, mientras los aminoglucésidos no fueron muy

eficaces.

La seleccion de mutantes con quinolonas nos permitié observar el incremento de la
resistencia a estas. Aunque en otras especies bacterianas la observacién de un fenotipo
de mudltiple resistencia a antimicrobianos sea comin, no lo hemos observado en
MmmLC para los antimicrobianos probados. Hemos encontrado evidencias de un
sistema de expulsion ATP-dependiente involucrado en la resistencia a las quinolonas, lo
cual era sensible a la reserpina y al ortovanadato; no hemos encontrado evidencias de
sistemas de expulsion protén dependientes ni en los mutantes ni en las cepas madre. El
analisis de las proteinas de membrana nos ha permitido identificar dos proteinas que
podrian representar sistemas de expulsion activa implicados en el aumento de la
resistencia a las quinolonas. La secuenciacion de parte de los genes gyrA, parC y parkE
nos permitid relacionar mutaciones en estos con aumentos en la resistencia a las

quinolonas.
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Summary

One of the mycoplasmas associated with contagious agalactia (CA) syndrome is
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC (MmmLC). In the Canary Islands, as well as
in the United States and Australia, MmmLC is the most frequently isolated mycoplasma in
CA clinical cases. Its control is made either by vaccination or by chemotherapy.
Quinolones, macrolides and tetracyclines are the most common antimicrobials used in
the control of CA.

Although not very common, there are reports on therapeutic failures due to the

acquisition of resistances.

To understand the mechanisms involved on acquired resistance to quinolones in
MmmLC, we made several experiments. On Chapter Il we evaluate how factors such as
the inoculum, the pH of the medium, the presence/absence of oxygen, the inoculum age
and the period of incubation can interfere with the determination of susceptibilities to
several antimicrobials. In mycoplasmology, there are not established protocols for
susceptibilities determination, only some guidelines, and the influence of these factors
has only been tested in few species. The study of susceptibilities under different
conditions may be helpful to understand the reason for some therapeutic failures; in in
vitro experiments the conditions are very similar to the ones observed in vivo, but in
pathological cases they may vary. In Chapter Ill we determine the susceptibilities of a
collection of MmmLC clinical strains to several antimicrobial classes. With this
experiment, we pretend to study the prevalence of acquired resistances. In Chapter IV we
select quinolone resistant mutants. On these mutants we study the presence of efflux
mechanisms with the use of inhibitors and with the study of membrane proteins
expression changes. We also sequence the genes that codify the topoisomerases,
searching for mutations responsible for amino acids changes and relating them with

quinolone resistance increases.
The study of the factors interfering with susceptibilities determination indicates that

the inoculum is the responsible for the biggest variations. Other factors such as the

medium pH, presence/absence of oxygen and the period of incubation also interfere with
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susceptibilities determination. The inoculum age was not responsible for variations on its
determination.

We did not see evidence of acquired resistance to any of the studied antimicrobials.
Fluoroquinolones, macrolides, tetracyclines, lincomycin and chloramphenicol
demonstrated a good activity against MmmLC strains. Nalidixic acid and aminoglycosides

had a poor activity.

Quinolone selected mutants presented an increased resistance to all quinolones.
Despite in other bacteria species a multidrug resistance phenotype is commonly seen, we
did not see it in MmmLC regarding the tested antimicrobials. We found evidences that a
reserpine and orthovanadate sensitive ATP-dependent efflux system was involved in the
development of quinolone resistance; nevertheless, evidences of proton dependent
active efflux were not found both in mutants and parent strains. The membrane proteins
analysis has let us identify two proteins that may represent efflux systems responsible for
quinolone resistance. The sequences of the gyrA, parC and parE genes showed

mutations that were related with increases in quinolone resistance.
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Abreviaturas

Kg- microgramo

ul- microlitro

MM- micromolar

pm- micrometro

A- adenina

ADN- &cido desoxirribonucleico
ARN- acido ribonucleico

ATP- adenosina trifosfato

pb- pares de bases

C- Citosina

CCCP- carbonil cianuro m-clorofenil hidrazona (del ingles Carbonyl cyanide m-

chlorophenylhydrazone)

Cf- cloranfenicol

Cip- ciprofloxacino

Clt- clortetraciclina

CMI- concentracion minima inhibitoria

Dox- doxiciclina

ELISA- enzyme-linked immunosorbent assay
Enr- enrofloxacino

Er- eritromicina

ES- escaldn selectivo

G- guanina

Gm- gentamicina

kDa- kilodalton

kpb- kilobases

Lin- lincomicina

MAR- mudltiple resistencia a antimicrobianos
MDR- mudiltiple resistencia a drogas

mg- miligramo

ml- mililitro

mm- milimetro
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mM- milimolar

MmmLC- Mycoplasma mycoides subsp. mycoides large colony type
MmmSC- Mycoplasma mycoides subsp. mycoides small colony type
Nal- acido nalidixico

nm- nanémetro

ND- no determinado

Nor- norfloxacino

NCTC- National Colection of Type Cultures

OIE- Oficina Internacional de Epizootias

Oxt- oxitetraciclina

Otv- ortovanadato

PBS- tampodn de fosfato salino (del ingles phosphate buffer saline)
PM- peso molecular

PCR- reaccion en cadena de la polimerasa (del ingles polymerase chain reaction)
QRDR- region determinante de resistencia a las quinolonas (del ingles quinolone
resistance-determining region)

Res- reserpina

rpm- revoluciones por minuto

SC- sin cambios

SDS- sodio dodecil sulfato

Spi- espiramicina

Spt- espectinomicina

Str- estreptomicina

T- timina

Til- tilosina

UCC- unidades cambiadoras de color
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Aminoéacido | Codificacion | Codificacion
de unaletra | de 3letras

Glicina G Gly
Alanina A Ala
Leucina L Leu
Metionina M Met
Fenilalanina F Phe
Triptofano W Trp
Lisina K Lys
Glutamina Q GIn
Glutamato E Glu
Serina S Ser
Prolina P Pro
Valina \Y Val
Isoleucina I lle
Cisteina C Cys
Tirosina Y Tyr
Histidina H His
Arginina R Arg
Asparagina N Asn
Aspartato D Asp
Treonina T Thr

Codificacion de unay tres letras de los diversos aminoacidos
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I.1.- Introduccién

La agalaxia contagiosa es un sindrome de distribucion mundial que afecta a los
pequefios rumiantes. Aunque no se caracteriza por causar una elevada mortalidad su
morbilidad es alta y es la responsable de importantes pérdidas econémicas. Existen
cuatro agentes etiolégicos asociados a este sindrome: Mycoplasma agalactiae,
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC (MmmLC), Mycoplasma capricolum subsp.
capricolum y Mycoplasma putrefaciens, cuya distribuciéon mundial y capacidad
patogénica son variables. El control de la agalaxia contagiosa de los pequefios rumiantes
se puede realizar por medio de la inmunoprevencién o bien mediante el empleo de
distintos antimicrobianos. La utilizacion de vacunas vivas atenuadas no esta permitida en
todos los paises y las vacunas inactivadas no confieren una inmunidad satisfactoria.
Comercialmente, y segun nuestro conocimiento, solamente existen desarrolladas
vacunas frente a Mycoplasma agalactiae, aunque a nivel local se utilicen autovacunas
frente a los demas micoplasmas. Asi, la antibioterapia se asume como una importante

alternativa para su control (Bergonier y cols., 1997).

Los micoplasmas son microorganismos que carecen de pared celular, por lo que
los antimicrobianos cuya diana sea esta estructura, como las penicilinas, beta-lactamicos
y glucopéptidos no tienen actividad frente a ellos. Otros antimicrobianos con distintos
mecanismos de accion como las polimixinas, rifampina y sulfonamidas también resultan
ineficaces en su control (Bébéar, 1996; Bébéar y Pereyre, 2005). Antimicrobianos como
los macrdlidos, tetraciclinas y quinolonas son lo mas empleados en el tratamiento de la
agalaxia contagiosa, aunque se han descrito fenédmenos de resistencia (Benkirane y
Amghar, 1990; Loria y cols., 2003; Kidanemariam y cols., 2005; Al-Momani y cols.,
2006b; Antunes y cols., 2007a; Antunes y cols, 2007b).

La metodologia empleada para la determinacion de susceptibilidades en
micoplasmas es motivo de controversia. No existen lineas definidas, solo orientativas y el
estudio de los factores que interfieren con su determinaciéon solamente ha sido realizado

en algunas especies. Factores como el indculo, periodo de incubacion y factores del
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medio de cultivo como el pH y la presencia o ausencia de oxigeno estan reconocidos
como responsables de variaciones en la determinacion de susceptibilidades (Hannan,
2000).

Uno de los grupos de antimicrobianos utilizados con eficacia frente a los
micoplasmas son las quinolonas. Las quinolonas son antimicrobianos de origen sintético
muy eficaces frente a micoplasmas. Su mecanismo de accion interfiere con la replicacion
del ADN actuando sobre las topoisomerasas bacterianas, llevando a la muerte celular.
Actualmente las mutaciones en las topoisomerasas bacterianas, el aumento de la
expresion de sistemas de expulsidn activa, las alteraciones en la permeabilidad celular y
los plasmidos, estan reconocidos como los responsables de la resistencia adquirida a
las quinolonas (Van Bambeke y cols, 2005). En micoplasmas, solamente se han descrito
las mutaciones en las topoisomerasas y los sistemas de eflujo como los responsables de
la disminucién de la susceptibilidad a las quinolonas (Raherison y cols., 2002; Bébéar y
Pereyre, 2005).

Con estos antecedentes nos planteamos los siguientes objetivos para nuestro

trabajo:

1. Evaluacion de la importancia del inéculo, pH del medio,
presencia/ausencia de oxigeno, periodo de incubacion y edad del indculo
en la determinacion de la susceptibilidad a los diferentes antimicrobianos.

2. Determinacion de la susceptibilidad de los aislamientos clinicos de
MmmLC a diversos antimicrobianos.

3. Seleccion de mutantes resistentes a las quinolonas con norfloxacino,
ciprofloxacino y enrofloxacino.

4. Evaluacion de la importancia de los sistemas de expulsién activa en el
desarrollo de resistencia a las quinolonas.

5. Determinaciéon de la importancia de mutaciones en las topoisomerasas

bacterianas en la adquisicion de resistencia a las quinolonas.
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I.2.- Revision bibliogréafica
[.2.1.- Micoplasmas

[.2.1.1.- Taxonomia y filogenia

Los micoplasmas son los seres con capacidad de autorreplicacion mas pequefios
que se conocen. Se distinguen fenotipicamente de las restantes bacterias por su
pequefo tamafio y la ausencia de una pared celular rigida. Esta ausencia de pared
celular se refleja en su nomenclatura, donde Mollicutes, su clase, se origina del latin
mollis (fina) + cutis (piel). Pertenecen al Orden Mycoplasmatales, Familia
Mycoplasmataceae que engloba dos géneros: Mycoplasma y Ureaplasma.
Filogenéticamente su origen se encuentra cercano a las bacterias grampositivas (Woese
y cols., 1980; Weisburg y cols., 1989).

Actualmente han sido descritas mas de 100 especies aisladas de los mas diversos
hospedadores. No obstante, este es un numero muy dinamico y en constante
crecimiento, bien sea por el descubrimiento de nuevas especies, o por la reclasificacion
de otras ya descritas pero clasificadas erréneamente (Johansson y cols., 1999; Neimark
y cols., 2001).

En 1956 se aislé de una cabra con peritonitis fibrinosa un micoplasma, identificado
serologicamente como Mycoplasma mycoides subsp. mycoides y denominado Y-Goat.
Esta cepa se diferenciaba de las cepas bovinas de Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides, representadas por la cepa PG1, por diferencias en el crecimiento, puesto que
bajo las mismas condiciones de cultivo presentaban mucho mayor turbidez en medio
liquido, ademas de colonias mucho mayores en medio sélido. En 1978, fue propuesta la
subdivisiéon de las cepas bovinas y caprinas de Mycoplasma mycoides subsp. mycoides
en dos grupos (Cottew y Yeats, 1978). Asi surgio el grupo “large colony”, cuya cepa de
referencia seria Y-Goat y representaba a organismos mayoritariamente aislados de
pequefios rumiantes y el “small colony”, con los organismos causantes de la
perineumonia contagiosa bovina y aislados mayoritariamente de bovinos aunque con

algunas excepciones (Branddo, 1995). En los Ultimos afios se ha propuesto la
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reclasificacion de Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC como Mycoplasma
mycoides subsp. capri (Leach y cols., 1989; Pettersson y cols., 1996; Thiaucourt y cols.,
2000; Vilei y cols., 2006).

Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC pertenece a un grupo de seis especies
muy cercanas que se denomina el grupo Mycoides. Este grupo comprende otras cinco
especies que son Mycoplasma capricolum subsp. capricolum, Mycoplasma capricolum
subsp. capripneumoniae, Mycoplasma mycoides subsp. capri, Mycoplasma mycoides
subsp. mycoides SC y Mycoplasma spp. Grupo 7 bovino. Todas estas especies son
altamente patégenas y son responsables de graves enfermedades en los rumiantes
(Cottew y cols., 1987). Otros micoplasmas, como Mycoplasma putrefaciens, Mycoplasma
yeatsii y Mycoplasma cotewii son a veces descritas como pertenecientes a este grupo
basandose en los genes 16S rRNA (Heldtander y cols., 1998). En la Figura 1.1. se puede
ver el arbol filogenético basado en las secuencias 16S rRNA de micoplasmas de varios

grupos y subgrupos (Johansson y cols., 1998).

1.2.1.2.- Caracteristicas generales

Los micoplasmas descienden de microorganismos gram positivos como
Clostridium y Erysipelothrix, aunque por sus caracteristicas de tincion (solamente el
Giemsa los tifie) sean gramnegativos (Howard y Gourlay, 1978). Mantienen algunas
caracteristicas de estos, como un contenido G+C muy bajo, que esta entre 24-33%,
nunca superior a los 40% de Mycoplasma pneumoniae. Poseen un diminuto ndmero de
genes que limita la cantidad de proteinas que son capaces de sintetizar, ademas de vias

metabdlicas y enzimaticas (Razin y cols., 1998)

Aunque no posean pared celular en muchas especies se pueden observar
elementos de cito-esqueleto, pudiendo algunos incluso ser mdviles. Su célula contiene el
minimo de organelas para su crecimiento y replicacién: membrana citoplasmatica,

ribosomas y una cadena doble de ADN circular (Razin, 1978; Weisburg et al., 1989).
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Figura I.1.- Arbol filogenético basado en las secuencias 16S rRNA de micoplasmas de

varios grupos y subgrupos (Johansson y cols., 1998).

La ausencia de la pared celular y de elementos de cito-esqueleto en muchas
especies se refleja en un pleomorfismo general, pudiendo las células variar de cocoides
a filamentosas, aunque la forma dominante sea la esférica. Son células muy pequefias
con cerca de 300 nm de diametro, lo que asociado a la ausencia de pared celular
permite su paso por filtros de 450 y, en algunos casos, de 200 nm. Aunque sea una
excepcion, las células de Mycoplasma neurolyticum pueden pasar por poros de 100 nm
(Razin, 1978; Weisburg et al., 1989; Razin y cols., 1998).
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Algunos micoplasmas, incluyendo Mycoplasma mycoides subsp. mycoides poseen
una estructura semejante a una capsula compuesta por galactano y coloreada por rojo
de rutenio (Razin, 1978).

El metabolismo de estos microorganismos esta influido por la ausencia de la pared
celular asi como por su estilo de vida parasitario/comensal. Sus vias de obtencion de
energia suelen estar muy conservadas y son una caracteristica que puede ayudar a su
identificacion, puesto que estan mas o menos conservadas en cada grupo. Son aerobios
0 anaerobios facultativos y requieren colesterol y/o otros esteroles para crecimiento, lo
que se consigue por medio de la incorporacién de suero en el medio de cultivo. Sus
colonias en medio solido crecen en profundidad, presentando la mayoria de las especies

las tipicas colonias en “huevo frito” (Razin, 1978; Weisburg et al., 1989).

[.2.1.3.- Habitat

En general los micoplasmas estan diseminados en toda la naturaleza pudiendo
habitar en mamiferos, aves, reptiles, peces, artrépodos y plantas ya sea como

comensales, patégenos u oportunistas (Razin, 1978; Weisburg et al., 1989).

Dada su estrecho relacion con el hospedador, sus propiedades bioldgicas tienden
a reflejar esta afinidad, lo que implica especificidades nutricionales muy selectivas. Sus
sitios preferidos son sobre todo las mucosas, ya sea del trato respiratorio, digestivo,
urogenital, ocular, de las glandulas mamarias y las articulaciones (Razin, 1978;
Weisburg et al., 1989; Razin y cols., 1998).

Aunque se caracterizan por una elevada especificidad de hospedador y tejido,
existen bastantes descripciones de micoplasmas aislados fuera de su hospedador vy

tejidos habituales (Razin y cols., 1998).
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1.2.1.4- Antimicrobianos

Los micoplasmas, por la ausencia de una pared celular, son intrinsecamente
resistentes a los antimicrobianos que tienen como diana a esta estructura, como las
penicilinas, beta-lactamicos y glucopéptidos y a otros como las polimixinas, rifampina y
sulfonamidas (Bébéar, 1996; Bébéar y Pereyre, 2005) aunque Mycoplasma flocculare y
Mycoplasma hyopneumoniae sean ligeramente sensibles a la accion de las penicilinas
(Friis, 1975). Otros antimicrobianos como los aminoglucésidos y el cloranfenicol poseen
poca actividad frente a los micoplasmas (Bébéar, 1996). Esto presupone un problema en
el momento de elegir el antimicrobiano adecuado en cada caso. Por motivos
desconocidos, son también resistentes al acido nalidixico aunque intrinsecamente

sensibles a las fluoroquinolonas (Bébéar y Pereyre, 2005).

Hay otro tipo de resistencias intrinsecas en los micoplasmas, generalmente
debido a caracteristicas genéticas propias de cada grupo o subgrupos. Asi, muchos de
los micoplasmas pertenecientes al grupo hominis como Mycoplasma agalactiae,
Mycoplasma bovis y Mycoplasma hominis, son intrinsecamente resistentes a los
macroélidos de 14 y 15 carbonos, como la eritromicina, pero susceptibles a los de 16
carbonos y a las lincosamidas (Furneri y cols., 2000; Pereyre y cols., 2002). Mycoplasma
bovis y Mycoplasma agalactiae son también resistentes a la estreptomicina, debido a
una mutacion en el gen 16 sRNA (Kdnigsson y cols., 2002). Es de suponer que cada vez
mas se conozcan particularidades de estos microorganismos en la medida que se

realicen mas estudios de susceptibilidades.

1.2.1.4.1.- Mecanismos de resistencia a antimicrobianos

Aunque existan varios trabajos incidiendo sobre las susceptibilidades de las mas
diversas especies de micoplasmas a variadas clases de agentes antimicrobianos, son
relativamente pocos los estudios que caracterizan los mecanismos de resistencia a los

mismos.
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La tabla I.1. describe los datos de cepas resistentes de varias especies patdégenas
de los animales y el hombre.

Especie Especie )
) Referencia
hospedador micoplasma
M. mycoides subsp. Kidanemariam y cols., 2005
mycoides LC
Caprinos )
M.agalactiae Antunes y cols., 2007a
M. putrefaciens Antunes y cols., 2007b
Ovinos M.ovipneumoniae Ayling y cols., 2006
M. bovis Poumarat y Martel, 1989; Ter Laak y cols., 1993;
Ball y cols., 1995; Rosenbusch, 1998; Ayling y
cols., 2000b; Hirose y cols., 2003; Thomas y
cols., 2003; Francoz y cols., 2004; Rosenbusch y
cols., 2005
Bovinos M. bovirhinis Hirose y cols., 2003; Hirose y cols., 2004
M. mycoides subsp. Ayling y cols., 2000a
mycoides SC
M. dispar Ter Laak y cols., 1993
M. alkalescens Hirose y cols., 2003
M. hyopneumoniae Etheridge y cols., 1979; Vicca y cols., 2004
Suinos M. hyorhinis Kobayashi y cols., 1996b; Wu y cols., 2000
M. hyosynoviae Aarestrup y Friis, 1998
A M. gallisepticum Reinhardt y cols., 2002; Wu y cols., 2005
ves
M. synoviae Cerda y cols., 2002
M. hominis Samray cols., 2002; Domingues y cols., 2003;
Humanos Ngan y cols., 2004; Bébéar y Pereyre, 2005
M. pneumoniae Matsuoka y cols., 2004

Tabla I.1.- Especies de micoplasmas patégenas para animales y para el hombre en las
que ha sida descrita resistencia a antimicrobianos.
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[.2.1.4.1.1- Quinolonas

Actuan por inhibiciéon de las topoisomerasas bacterianas (Van Bambeke y cols.,
2005). La resistencia a este grupo de agentes antimicrobianos puede ser debida a
alteraciones de la diana (genes gyrA, gyrB, parC y parE), expulsién activa, disminucién
de la permeabilidad celular (Van Bambeke y cols., 2005) y al mecanismo mas
recientemente descrito a través de plasmidos portadores de genes gnr (Robicsek y cols.,
2006).

La resistencia a uno de los agentes de este grupo suele implicar resistencia
cruzada a las demas, aunque en los micoplasmas, naturalmente resistentes al acido
nalidixico, esta resistencia no suele implicar resistencia a las demas quinolonas (Bébéar
y Pereyre., 2005).

La resistencia a quinolonas debido a mutaciones en los genes de las
topoisomerasas esta descrita en Mycoplasma bovirhinis (Hirose y cols., 2004),
Mycoplasma gallisepticum (Reinhardt y cols.,, 2002a; Reinhardt y cols., 2002b),
Mycoplasma hyopneumoniae (Le Carrou y cols., 2006a,), Mycoplasma synoviae (Le
Carrou y cols., 2006b), Mycoplasma hominis (Bébéar y cols., 1997; Gruson y cols., 2005)
y Mycoplasma pneumoniae (Gruson y cols., 2005).

En Mycoplasma hominis se ha descrito la implicacién de sistemas de expulsion
activa del tipo ABC en la resistencia a las quinolonas (Raherison y cols., 2002; Raherison
y cols., 2005)
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1.2.1.4.1.2.- Macrélidos, lincosamidas, estreptograminas B y cetdélidos

Este grupo de antimicrobianos se denomina MLSgK y aunque son estructuralmente
distintos, poseen mecanismos de accion similares inhibiendo la sintesis proteica al
interferir con la subunidad 50S del ribosoma. El antimicrobiano MLSgK prototipo es la
eritromicina. La resistencia a la eritromicina implica generalmente resistencia a todos los
macrolidos y azalidos, pero no necesariamente a todas las lincosamidas,
estreptograminas o cetdlidos. Los principales mecanismos de resistencia a este grupo
son alteraciones de la diana (el gen 23S rRNA), aumento de la expresién de sistemas de
expulsioén activa, disminucion de la permeabilidad celular e inactivacion enzimatica. Estos
mecanismos de resistencia pueden estar codificados por genes plasmidicos o
cromosomicos (Stratton., 2005). A excepcion de las estreptograminas y ketdlidos, que
son bactericidas, los restantes miembros de esta clase tienen una accién bacteriostatica
(Bébéar y Pereyre, 2005).

En micoplasmas se han descrito alteraciones en el gen 23S rRNA en Mycoplasma
gallisepticum (Wu y cols., 2005), Mycoplasma hyopneumoniae (Stakenborg y cols., 2005)
y Mycoplasma pneumoniae (Lucier y cols., 1995; Okazaki y cols., 2001; Pereyre y cols.,
2002; Matsuoka y cols., 2004; Morozumi y cols., 2005), Mycoplasma hyorhinis
(Kobayashi y cols., 2005). Las mutaciones en el gen 23S rRNA estan descritas como
responsables de resistencia adquirida a macrolidos y lincosamidas. En Mycoplasma
pneumoniae (Pereyre y cols., 2004) y en Mycoplasma hominis (Karamova y cols., 2004)
ademas de mutaciones en el gen 23S rRNA también se ha descrito mutaciones en la

proteina ribosomal L4 simultdneamente.

1.2.1.4.1.3.- Tetraciclinas
Las tetraciclinas actuan por inhibicion de la sintesis proteica al unirse a la

subunidad ribosomal 30S, poseyendo actividad bacteriostatica (Bébéar y Pereyre, 2005).

La resistencia a las tetraciclinas puede ser debida a expulsion activa, inactivacion

10
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enzimatica y alteracién de la diana. La resistencia a una tetraciclina suele implicar
resistencia cruzada a todas ellas y, aunque haya excepciones, la resistencia suele ser
mas bien debida a la adquisicion de determinantes Tet que a mutaciones en genes
(Stratton., 2005).

En micoplasmas la resistencia a las tetraciclinas estd descrita en asociacion con
mutaciones en el gen 16S rRNA (Dégrange y cols.,, 2004) o a la presencia del
determinante tetM (Roberts y cols., 1985) que se puede encontrar asociado al
transposon conjugativo Tn916 (Bébéar y Pereyre, 2005). Se ha demostrado la
transmision a través de conjugacion de este determinante de resistencia entre
Streptococcus faecalis a Mycoplasma hominis (Roberts y Kenny, 1987). La presencia de
esta determinante implica resistencia a las tetraciclinas, pero no necesariamente a la

doxiciclina (Blanchard y cols., 1992).
1.2.1.4.1.4.- Aminoglucosidos

Los aminoglucosidos se ligan a la subunidad 30S inhibiendo la sintesis proteica.
Son agentes bactericidas o bacteriostaticos. Existen 3 mecanismos de resistencia a los
aminoglucoésidos: alteraciones del ribosoma (proteina S12 de la subunidad 30S o gen
16S rRNA), inactivacién enzimatica y disminucion de la permeabilidad celular al

aminoglucdsido (Stratton., 2005).

Aunque se hayan descrito resistencias a los aminoglucdsidos en micoplasmas,

todavia no han sido estudiados los mecanismos de esta resistencia.

1.2.1.4.1.5.- Anfenicoles

Los anfenicoles como el cloranfenicol actdan por inhibiciéon de la sintesis proteica

al ligarse a la subunidad 50S del ribosoma. El mecanismo de resistencia a esta clase es

11
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principalmente por inactivacién enzimatica, aunque los sistemas de flujo activo también

puedan estar involucrados (Stratton., 2005).

En los micoplasmas no han sido estudiados los mecanismos de resistencia a los

anfenicoles.

I.2.2.- Agalaxia contagiosa

Esta enfermedad es conocida desde hace ya mucho tiempo. En 1816 Metaxa
realizé la primera descripcion clinica y en 1871 Brusasco le dio el nombre por el que hoy
se conoce. Solamente en 1923 se aisl6 su agente etioldgico clasico, conocido
actualmente como Mycoplasma agalactiae. Afios mas tarde se asociaron a esta
enfermedad Mycoplasma mycoides subsp. mycoides large colony, Mycoplasma
capricolum subsp. capricolum y Mycoplasma putrefaciens. Actualmente es conocida
como un sindrome de multiple etiologia y esta descrita en todo el mundo (Bergonier y
cols., 1997; Madanat y cols., 2001).

[.2.2.1.- Agentes etioldgicos

Clasicamente se considera a Mycoplasma agalactiae como el agente causal de la
agalaxia contagiosa, aunque Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC, Mycoplasma
capricolum subsp. capricolum y Mycoplasma putrefaciens también puedan intervenir en
el desarrollo de esta enfermedad (Bergonier y cols., 1997). No es rara la coexistencia de
dos de estas especies en el mismo grupo de animales (Kinde y cols., 1994), y en el
mismo animal (Gongalves, 1984; Levihson y cols., 1991; Gil y cols., 2003) aunque
también se puede observar la asociacion de micoplasmas y otras especies bacterianas
(Atalaia y cols., 1986; Fernandez y cols., 1996; Oros y cols., 1997).

12
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La prevalencia de estos agentes parece depender de la localizacion geografica.
La mayoria de los aislamientos de Mycoplasma agalactiae ha sido reportada en Portugal
(Atalaya y cols., 1987) y de Mycoplasma putrefaciens en Jordania (Al-Momani y cols.,
2006a). Sin embargo, en las islas canarias (Assungao y cols., 2004), EEUU y Australia
(DaMassa y cols., 1992) la especie predominante es Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides LC. Aunque, en el Magreb, Mycoplasma capricolum subsp. capricolum es el

agente aislado con mayor frecuencia (Bergonier y cols., 1997).

La especie animal también parece ser un factor del cual depende la prevalencia de

las especies implicadas en este sindrome. (Perreau y cols., 1984; Atalaya y cols., 1987).

[.2.2.2.- Susceptibilidad

Esta enfermedad afecta sobre todo a cabras y ovejas productoras de leche en
periodos de lactacion, por activacion de infecciones latentes, aunque las cabras parecen
ser las mas susceptibles (Thiaucourt y Bolske, 1996; Nicholas, 2002; Al-Momani y cols.,
2006a). Los animales de produccion intensiva y extensiva son igualmente afectados

(Bergonier y cols., 1997).

1.2.2.3.- Infecciéon y transmisioén

Los animales enfermos son las principales fuentes de micoplasmas, puesto que los
excretan por las secreciones de los compartimientos organicos afectados, con el
agravante que esta excrecidon empieza antes de la aparicién de los primeros sintomas

clinicos (Bergonier y cols., 1997).
Los animales clinicamente curados y los portadores asintomaticos también

desarrollan un importante papel en la diseminacién de esta enfermedad. Mientras los

primeros pueden albergar a los micoplasmas en los nddulos linfoides y tejido mamario

13
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(Bergonier y cols., 1997), los segundos los pueden alojar en el conducto auditivo externo,
en el cual se han logrado aislar las cuatro especies de micoplasmas, donde ademas
pueden estar en asociacion con acaros (Cottew y Yeats, 1981, 1982; DaMassa y cols,
1987; DaMassa y Brooks, 1991). Otras especies animales como bovinos, camélidos y
rumiantes salvajes pueden actuar como reservorios de estos microorganismos

(Bergonier y cols., 1997).

Aunque considerados muy delicados por la ausencia de una pared celular, los
micoplasmas aparentan poseer una cierta capacidad de resistencia en el medio por
cortos periodos de tiempo (Bergonier y cols., 1997). Mas recientemente, fue descrito por
primera vez en algunos de los micoplasmas implicados en la agalaxia contagiosa la
capacidad de formacién de biopeliculas, un importante mecanismo de supervivencia y

persistencia en el medio ambiente (McAuliffe y cols., 2006).

La transmision de los micoplasmas puede ser vertical u horizontal. La transmision
vertical de madre a hijo ocurre durante la gravidez, transmisién en el parto o por la leche,
esta Ultima es indudablemente la mas importante en la agalaxia contagiosa. La
transmision horizontal puede ser de forma directa, por medio del contacto entre
animales, o indirecta en la que pueden intervenir vectores, sobre todo parasitos como los
acaros y garrapatas, el medio ambiente, la maquina de ordefio o la ropa durante el

esquileo (Bergonier y cols., 1997).

1.2.2.4.- Aspectos clinicos

La enfermedad se manifiesta generalmente en el momento del parto y durante la
lactacion. Se caracteriza por la triada clasica afectando al tejido mamario, articulaciones
y ojos. La presencia de la triada clasica en un mismo animal es poco comun pero
facilmente observable en los colectivos. Las mamitis llevan a la disminucion o al cese de
la produccién de leche, que presenta un aspecto verdoso que en algunos casos puede

ser marrén. Se pueden afectar una o ambas mamas con la presencia de nédulos duros
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que posteriormente pueden originar esclerosis y atrofia mamaria; las artritis originan
claudicaciones y los ojos se ven afectados por una queratitis. La morbilidad es bastante
elevada y en casos muy graves la muerte se puede producir en menos de una semana
(Gongalves, 1984; Atalaia y cols., 1986; Bergonier y cols., 1997).

[.2.2.4.1.- Mycoplasma agalactiae

Afecta indistintamente a cabras y ovejas, y aunque pueden enfermar los animales
de cualquier raza sexo y edad, son las hembras en lactacion las que evidencian los
signos clinicos mas caracteristicos y es en las ubres donde se observan los primeros

sintomas clinicos (Bergonier y cols., 1997).

Existe una fase inicial caracterizada por fiebre de corta duracién seguida de una
bacteriemia. Posteriormente surge la fase clinica que afecta varios 6rganos, sobre todo
la glandula mamaria, articulaciones y ojos. La gravedad y localizacién de las afecciones
puede ser muy variable. Ocasionalmente puede ocurrir una afeccion respiratoria, aborto
y diarrea (Bergonier y cols., 1997).

La evolucion de la enfermedad depende de la forma clinica prevalente
(aguda/crénica) y de las medidas higiénicas y terapéuticas empleadas (Bergonier y cols.,
1997).

El aislamiento de Mycoplasma agalactiae a partir del conducto auditivo externo de
pequefios rumiantes sin sintomatologia clinica ha llevado a suponer que algunas cepas
podrian ser apatdégenas (Cottew y Yeats, 1982). No obstante, también podria ser la
consecuencia de una cierta fase de equilibrio parasito/hospedador después de superada
la enfermedad y desaparecidos los anticuerpos circulantes, pero no asi la inmunidad
celular que es la que resulta plenamente protectora en esta enfermedad (José B. Poveda

Comunicacién personal).
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1.2.2.4.2.- Mycoplasma mycoides subsp. mycoides large colony

Aunque afecta principalmente a las cabras, también se ha aislado de ovejas con
enfermedad clinica/subclinica y muy raramente de vacuno y cabras salvajes (Perrin y
cols., 1994; Bergonier y cols., 1997). Aunque no se hayan aislado, la presencia de
anticuerpos frente a esta especie ha sido descrita en camélidos sudamericanos (Hung y
cols., 1991). Ocasionalmente se ha podido aislar de abortos espontaneos en bovinos
(Kapoor y cols., 1989) ademas de lavados prepuciales de toros (Sylla y cols., 2005) y

semen bovino (Stradaioli y cols, 1999).

La sintomatologia es muy semejante a la que origina Mycoplasma agalactiae pero
de mayor gravedad y diversidad, puesto que ocasiona con mayor frecuencia neumonias,
abortos y mayor mortalidad (Atalaia y cols., 1986; Rodriguez y cols., 1995a). Por otra
parte, también se ha aislado de abortos espontaneos en caprinos (Rodriguez y cols.,
1995b).

Puede surgir de un modo bifasico como en las infecciones por Mycoplasma
agalactiae o dominado desde el inicio por una brusca caida en la produccion lactea. Es
posible la existencia de una septicemia de curso fatal y surgen secuelas con mayor

facilidad que en las infecciones por Mycoplasma agalactiae (Bergonier y cols., 1997).
En los animales jévenes la mortalidad suele ser elevada y se observa poliartritis,
neumonia y menos frecuentemente diarrea, queratoconjuntivitis y afeccion del sistema

nervioso central (Bergonier y cols., 1997).

En ovejas sudafricanas ha sido asociado a balanopostitis ulcerativa y vulvovaginitis
(Trichard y cols., 1993).
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[.2.2.4.3.- Mycoplasma putrefaciens

El papel de este microorganismo no esta todavia bien definido y aparentemente es
un patdgeno oportunista (Bergonier y cols., 1997; Gil y cols., 2003), aunque los brotes en
los que ha sido implicado han demostrado que es realmente una especie patdégena
(Damassa y cols., 1987a; Rodriguez y cols., 1994) y en una inoculacién intramamaria
experimental fue capaz de causar enfermedad a pesar de ser inoculado en un namero
tan bajo de solamente 50 células (Adler y cols., 1980). Afecta principalmente a las

cabras, aunque haya sido identificado también en ovejas (Bergonier y cols., 1997).

Es causa de septicemia, mastitis, agalaxia y artritis aguda, ademas de abortos.
Posee tropismo por el tejido mamario y respiratorio, aunque no se haya comprobado su

afinidad por los tejidos oculares (Bergonier y cols., 1997).

[.2.2.4.4.- Mycoplasma capricolum subsp. capricolum

Esta especie afecta predominantemente a cabras, aunque su aislamiento se haya
producido también en ovejas afectadas de manera clinica o subclinica y
excepcionalmente en vacuno, cabras salvajes y antilope de Vaal (Bergonier y cols.,
1997; Nicholas y cols., 2005). A semejanza de Mycoplasma mycoides subsp. mycoides
LC, se han identificado anticuerpos frente a esta especie en camélidos sudamericanos

sin haberse logrado su aislamiento (Hung y cols., 1991).

La sintomatologia, morbilidad y mortalidad son muy semejantes a las que presenta
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC y puede ser también responsable de
abortos. Aun asi, los cuadros clinicos que origina se pueden dividir en dos grandes
grupos: la forma aparentemente mas generalizada, que cubre todos los sintomas tipicos
con predominio de la sintomatologia articular, y la de sintomatologia predominantemente
pulmonar, que afecta a algunos paises como Marruecos (DaMassa y cols., 1987b;

Bergonier y cols., 1997).
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Los animales jévenes son, a semejanza de lo que ocurre con Mycoplasma
mycoides subsp. mycoides LC, muy sensibles y la muerte surge rapidamente, pudiendo
ademas de la triada clasica afectar al sistema nervioso central (DaMassa y cols., 19873;

Bergonier y cols., 1997).

1.2.2.5.- Distribucién

Como he mencionado anteriormente, la agalaxia contagiosa posee una distribucion
mundial. En Europa y norte de Africa afecta sobre todo a los paises mediterraneos, tales
como Espafa, Portugal, Francia, Italia o Maruecos, donde es endémica (Bergonier y
cols., 1997). Brotes esporadicos han sido descritos en otros paises europeos (Bajmécy y
cols., 2000; Cokrevski y cols., 2001). Tras algunos brotes de esta enfermedad, el Reino
Unido se encuentra hoy libre, asi como los paises escandinavos, paises balticos, Chipre,
Alemania, Luxemburgo, Holanda, Polonia, Ucrania y Bielorrusia (Bergonier y cols., 1997;
Ayling y cols., 2004). La agalaxia contagiosa también ha sido comunicada en Asia
(Kobayashi y cols., 1996a, Al-Momani, 2006a), Africa subsahariana (Egwu y cols., 2001;
Adehan y cols., 2006), América del sur y del norte (Blikslager y Anderson, 1992) y

Oceania (Bergonier y cols., 1997).

En las islas canarias la agalaxia contagiosa es una enfermedad endémica,
habiéndose aislado las cuatro especies participantes del sindrome; Mycoplasma
mycoides subsp. mycoides LC y Mycoplasma agalactiae se encuentran ampliamente
distribuidos, siendo la primera la mas aislada e identificada por serologia, mientras que
Mycoplasma capricolum subsp. capricolum y Mycoplasma putrefaciens son
aparentemente menos frecuentes (Villalba y cols., 1992; Real y cols., 1994; Rodriguez y

cols., 1995; Assungéao y cols., 2004; de la Fé y cols., 2007a).
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[.2.2.6.- Diaghostico

Aunque un brote caracteristico pueda ser facilmente identificable por sus signos
patognomoénicos, en localizaciones donde la enfermedad es enzodtica la sintomatologia
puede ser tan discreta que el diagnostico se vuelve extremadamente dificil (Bergonier y
cols., 1997).

El diagndstico definitivo requiere el aislamiento del agente causal a partir de
muestras clinicas. La identificacion posterior se puede realizar por varios métodos que

describiré a continuacion.

1.2.2.6.1.- Deteccion e identificacion
[.2.2.6.1.1.- Aislamiento

Las pruebas para realizar la identificacion convencional suponen el aislamiento del
agente en medio especifico para micoplasmas. Las muestras mas apropiadas incluyen la
leche, secreciones mastiticas, fluido articular o torundas oculares (Bergonier y cols.,
1997). Curiosamente, el conducto auditivo externo ha demostrado ser también un buen
sitio para aislar micoplasmas, incluyendo los patdégenos causantes de la agalaxia
contagiosa (Cottew y Yeats, 1981, 1982; Gil y cols., 1999; Nicholas, 2002)

1.2.2.6.1.1.1.- Pruebas bioquimicas y enziméaticas

Requieren la clonacién y purificacion del cultivo, puesto que a veces hay mas de

una especie de micoplasma presente y los contaminantes y formas L son comunes. Por

el tiempo que requieren en su ejecucion y las dificultades de interpretacion se tienden a

utilizar cada vez menos (Bergonier y cols., 1997).
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Se basan en el requerimiento de esterol, a la capacidad o incapacidad de
fermentar o hidrolizar determinados sustratos, y también en las capacidades lipoliticas y
proteoliticas de los aislamientos. Los micoplasmas son organismos muy sencillos y no
poseen muchas vias metabdlicas que evaluar lo que puede suponer un problema al
interpretar los resultados. La morfologia de las colonias también puede ayudar a la
identificacion presuntiva, y en el caso de Mycoplasma putrefaciens, al olor putrefacto
tipico de sus cultivos (OIE, 2004).

En la Tabla I.2. se pueden observar algunas caracteristicas bioquimicas de las

especies de micoplasmas aislados de pequefios rumiantes y que pueden ser Utiles un su

identificacion.

Especie Cepareferencia | G| M| A | T | F | Prot | Lip

M. agalactiae PG2 -l - -+ ]+ - +

M. arginini G230 -l -+ |V]|- - R

M. bovis Donetta e - \Vi

M. c. capricolum Calif. Kid. + |+ |+ |+ |+ + -
M.c. capripneumoniae F. 38 + |+ | -]+ - - -
M.m. capri PG3 + |+ |-+ |+ + -

M. m. m. LC Y-Goat +l+ -]+ + -

M. m. m. SC PG1 + |+ -]-1+] - -

M. ovipneumoniae Y98 + |+ -]+ - - -
M. putrefaciens KS1 + |+ |V ]|+ ]|+ - -

Tabla 1.2.- Caracteristicas bioquimicas de las especies de micoplasmas aislados de
pequefos rumiantes. G- Fermentacion de la glucosa, M- fermentacion de la Manosa, A-
hidrdlisis de la arginina, T- reduccion del 2,3,5, trifeniltetrazolium F- actividad fosfatasica,
Prot- actividad proteolitica, Lip- actividad lipolitica (formacidn de peliculas y cristales). (+)
positivo, (-) negativo. (V) actividad variable (Adaptado de DaMassa, 1996).
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Los resultados obtenidos mediante el estudio bioquimico y enzimatico casi nunca
proporcionan una identificacion definitiva, pero pueden ser orientativos en las pruebas

subsecuentes reduciendo el tiempo y trabajo para su identificacién final (Poveda, 1998).

Otras técnicas como la hemadsorcion, hemaglutinacion y hemodlisis también
pueden ser utiles en la identificacion de estos microorganismos, y pueden estar

relacionadas con su patogenecidad (Poveda, 1998).

1.2.2.6.1.1.2.- Pruebas serolégicas para la identificacion

Estas pruebas se basan en la utilizacién de sueros hiperinmunes especificos
obtenidos en conejos. La identificacion seroldgica de Mycoplasma putrefaciens suele ser
facil, pero la de las restantes tres especies suele conllevar problemas. La alta semejanza
entre Mycoplasma agalactiae y Mycoplasma bovis puede originar reacciones cruzadas
entre ambas especies limitando su identificacion (Madanat y cols., 2001). Mycoplasma
mycoides subsp. mycoides LC y Mycoplasma capricolum subsp. capricolum pertenecen
al llamado grupo mycoides, caracterizado por grandes semejanzas proteicas, genéticas y
antigénicas, pudiendo existir reacciones cruzadas entre las especies de este grupo
(Bergonier y cols., 1997; Bashiruddin y cols., 2005). Esto es particularmente critico en el
caso de las reacciones cruzadas entre los biotipos de Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides, LC y SC, puesto que éste ultimo es el agente causal de la pleuroneumonia
contagiosa bovina, una enfermedad de la antigua Lista A de la OIE y con un enorme

impacto sanitario y econémico (Thiaucourt y cols., 2000).

1.2.2.6.1.1.2.1- Inhibicién del crecimiento

Se realiza en medio sdélido y se basa en una reaccidon antigeno-anticuerpo

especifica en la que se produce la lisis del microorganismo sin mediacion del

complemento. La capacidad del antisuero de inhibir el crecimiento del micoplasma se
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observa por medio de la presencia de un halo de inhibicidn superior a 2 mm alrededor de

un disco impregnado con el mismo (Poveda y Nicholas, 1998).

1.2.2.6.1.1.2.2- Inhibicién del metabolismo

Este es un procedimiento alternativo a la inhibicion de crecimiento y al poder
efectuarse en medio liquido es particularmente util cuando el aislado no crece bien en
medio sdlido. El metabolismo de determinados sustratos presentes en el medio implica
cambios en el pH del mismo, que pueden ser observados por medio de la incorporacion
de un indicador de pH. La correspondencia antigeno-anticuerpo produce la lisis de los
microorganismos que no utilizan el sustrato en cuestién, previniendo asi el cambio de

color del medio (Poveda y Nicholas, 1998).

1.2.2.6.1.2.2.3- Immunobinding/ Dot Blott

La técnica de Dot-Blot en membrana de nitrocelulosa, es otra técnica que se basa
en las capacidades antigénicas de los micoplasmas para su identificacion. Se basa en el
crecimiento de estos microorganismos en el entramado de los poros de la membrana de
nitrocelulosa, y su posterior tratamiento con antisueros. Es una técnica bastante practica,
rapida, facil de estandardizar y ofrece la posibilidad de poder probar simultdneamente
muchas muestras con distintos antisueros (Poumarat, 1998) y ha sido utilizada
eficazmente en la identificacion de los micoplasmas de rumiantes (Poumarat y cols.,
1991).
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[.2.2.6.1.3.- Inmunohistoquimica

Estas pruebas permiten la determinacién de la localizacion de los microorganismos
en los tejidos afectados y utilizan anticuerpos monoclonales y policlonales (Rodriguez y
cols., 1996b; Rodriguez y cols., 1998).

1.2.2.6.1.4.- Sondas de ADN

Es posible la utilizacion de sondas de ADN para la identificacion de algunos de los
agentes implicados en la agalaxia contagiosa. De esta manera, sondas especificas para
Mycoplasma agalactiae (Tola y cols., 1994) y Mycoplasma capricolum (Dedieu y cols.,

1992) han sido desarrolladas y probadas con buenos resultados.

[.2.2.6.1.5- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los ensayos de PCR son empleados de forma generalizada en muchos
laboratorios y son muy sensibles. Cuando son realizados sobre muestras clinicas
pueden ser orientativos de que acciones tomar, aunque un resultado negativo nunca
deba ser considerado como negativo hasta un aislamiento negativo, especialmente
cuando se trabaja con leche, puesto que esta posee sustancias (especialmente
proteinas) que pueden inhibir o limitar la PCR. No obstante, cuando se realiza sobre
muestras de leche su sensibilidad puede ser superior al aislamiento convencional (Tola y
cols., 1997a). Su principal ventaja sobre las técnicas convencionales es la alta
sensibilidad y la rapidez, permitiendo establecer un tratamiento mas rapidamente
(Nicholas, 2002).

Existen varias PCR descritas para las diversas especies implicadas en esta
enfermedad (Chavez Gonzalez y cols., 1995; Dedieu y cols., 1995; Tola y cols., 1996;
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Subramaniam y cols., 1998; Monnerat y cols., 1999; Peyraud y cols., 2003; Bashiruddin y

cols., 1994; Greco y cols., 2001) y se basan en la secuencia de diversos genes.

1.2.2.6.2- Pruebas seroldgicas para el diagnéstico

Las variaciones en la potencia del suero, asi como una seroconversion tardia, son
algunos de los problemas en el diagnostico que se presentan al emplear las pruebas

seroldgicas (Buonavoglia y cols., 1999; Greco y cols., 2001).

Las pruebas seroldgicas son muy utiles en el apoyo de un diagnostico realizado
laboratorialmente y en las investigaciones epidemioldgicas; no obstante nunca podran
sustituir el aislamiento e identificacion del agente por los métodos convencionales
(Madanat y cols., 2001).

1.2.2.6.2.1.- ELISA y reaccién de fijacion del complemento

El ELISA (Levihson y cols., 1991; Rodriguez y cols., 1996a) y la reaccion de
fijacion del complemento (Perreau y cols., 1976) se pueden utilizar con éxito en el
diagnéstico de la agalaxia contagiosa, siendo el ELISA mas ventajoso sobre la reaccion
de fijacion del complemento por su sensibilidad y facilidad en el uso a gran escala
(Nicholas, 2002; Kittelberger y cols., 2006).

1.2.2.6.2.2.- Western Blott

La prueba de western blott (Tola y cols., 1997b) es otra prueba que puede ser

utilizada en el diagnostico de la agalaxia contagiosa. Se trata de una técnica con muchas

posibilidades que ya fue aplicada con éxito en el diagnostico de otras enfermedades por

micoplasmas como la perineumonia contagiosa bovina (Gongalves y cols., 1998), donde
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demostré ser mas sensible y especifica que el ELISA (Nicholas y cols., 1996), aunque
esta situacion no ocurre en el diagnéstico de la agalaxia contagiosa (Kittelberger y cols.,
2006).

1.2.2.7.- Tratamiento

Los primeros tratamientos frente a la agalaxia contagiosa estaban basados en
compuestos arsenicales, sobre todo las sales de sodio y zinc de acetarsol (Bergonier y
cols., 1997). Posteriormente se empezaron a utilizar agentes antimicrobianos mas
especificos y potentes para el tratamiento de esta enfermedad, y ahora su utilizacion se
ha generalizado. Actualmente, los agentes mas empleados para el control de la agalaxia
contagiosa son los macrdlidos, tetraciclinas, fluoroquinolonas y lincosamidas (Bergonier
y cols., 1997).

Aunque la terapia frente a las micoplasmosis animales con antimicrobianos
implique una mejora clinica significativa de los animales, la eliminacién del agente causal
no suele conseguirse, puesto que frecuentemente sigue siendo posible su aislamiento
(Poumarat y cols., 2001; Stipkovits y cols., 2005). Factores como la subdosificacion de
los animales, las caracteristicas farmacodinamicas alteradas por la infeccién y la
utilizacion de antimicrobianos bacteriostaticos pueden ser algunos de los motivos
(Bergonier y cols., 1997). Este hecho presenta riesgos, no solo por el surgimiento de los
llamados portadores cronicos, animales que en caso de descenso de la inmunidad
pueden volver a desarrollar la enfermedad, sino también por permitir la seleccién de
cepas resistentes (Le Carrou y cols., 2006a; Le Carrou y cols., 2006b). No obstante, en
algunos casos ha sido posible el aislamiento de micoplasmas que no habian
desarrollado mutaciones posteriormente a tratamientos con antimicrobianos (Reinhardt y
cols., 2005).

Los trabajos realizados anteriormente en Mycoplasma agalactiae y Mycoplasma

mycoides subsp. mycoides LC han descrito la existencia de cepas resistentes a algunos
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de los antimicrobianos utilizados en la practica clinica (Loria y cols., 2003; Kidanemarian
y cols., 2005; Antunes y cols., 2007a) y esta descrita la existencia de fallos terapéuticos

en el tratamiento de la agalaxia contagiosa (Kinde y cols., 1994; Bajmodcy y cols., 2000).

1.2.2.8.- Profilaxis

Las vacunas para la prevencién de la agalaxia contagiosa son utilizadas en varios
paises, aunque su eficacia sea muy variable. Ninguna vacuna ha sido adoptada
universalmente y no existen métodos estandarizados para su preparacion y evaluacion
(Bergonier y cols., 1997). Su uso ha originado resultados mixtos y con relativo éxito en
zonas donde la enfermedad es endémica, pero el mantenimiento del estado de portador

sigue siendo un problema (Bar-Moshe y cols., 1984; Nicholas, 2002).

Comercialmente solamente existen vacunas dirigidas frente a Mycoplasma
agalactiae, aunque experimentalmente se hayan desarrollado algunas frente a
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC, Mycoplasma putrefaciens y Mycoplasma
capricolum subsp. capricolum. En muchas localizaciones, es comun recurrir a la

elaboracién de vacunas con cepas locales y a pequefia escala (Madanat y cols., 2001).

Las vacunas pueden ser vivas atenuadas o inactivadas. Las primeras estan
prohibidas en Europa y en otras areas geograficas, puesto que puede haber una ligera
infeccion y eliminacion del agente y las segundas son indudablemente las mas utilizadas.
Ninguna de ellas ha demostrado ser totalmente eficaz en la profilaxis de la agalaxia
contagiosa y la duracién de la inmunidad es corta (Tola y cols., 1999; Madanat y cols.,
2001; De la Fé y cols., 2007b).
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1.2.2.9.- Control

Siempre que posible se debe procurar buscar el estatus de libre de la enfermedad,
por la utilizaciéon de medidas graduales que disminuyan la prevalencia de la enfermedad.
Estas medidas pasan por el control a nivel de grupo, reduciendo las fuentes de
micoplasmas y limitando su transmisién, ademas de a nivel regional, que supone las
evaluaciones periédicas del estado sanitario del grupo ademas de limitar y controlar el

movimiento de los animales (Bergonier y cols., 1997).

[.2.3.- Quinolonas
[.2.3.1- Historia

Las quinolonas constituyen un grupo de antimicrobianos de origen sintético de

amplia utilizacién en medicina humana y veterinaria.

En la década de los sesenta se descubrid el acido nalidixico, un subproducto del
desarrollo de compuestos anti-malaria (Lesher y cols., 1962; Appelbaum y Hunter, 2000)
y en 1967 fue autorizado su uso clinico, empezando asi la utilizaciéon de las quinolonas
como agentes antiinfecciosos. Su corto espectro de accion y los bajos niveles séricos
limitaran su utilizacion en el tratamiento de infecciones del tracto urinario donde
alcanzaba elevadas concentraciones, pero muchas de sus particularidades estructurales
siguen siendo utilizadas en las quinolonas desarrolladas posteriormente. La facilidad con
que se surgen mutantes es también una caracteristica importante de las moléculas de

primera generacion (Appelbaum y Hunter, 2000; Emmerson y Jones, 2003).

En 1973 fue patentada una nueva molécula, la flumequina. Su principal innovacion
fue la inclusién de un atomo de fllor en la posiciéon 6 que permanecioé constante en la
mayoria de las quinolonas posteriores. Su actividad frente a bacterias grampositivas
mejor6 sustancialmente dando indicios de que la actividad frente a estos

microorganismos podria ser mejorada (Appelbaum y Hunter, 2000).
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En 1978 se desarroll6 el norfloxacino, que combind el atomo de fldor en la posicién
6 con un anillo piperacinico en la posicion 7 y marcé el inicio de las fluoroquinolonas de
segunda generacion. Aunque su espectro de accidon cubriera una gran variedad de
organismos gramnegativos y algunos grampositivos, sus caracteristicas no lo hacian
todavia apropiado para el uso sistémico. En los 3 anos posteriores a su introduccion
fueran desarrolladas muchas quinolonas cuya utilizaciéon sigue siendo comun, como son
enoxacino (1980), ciprofloxacino (1981) y ofloxacino (1982). Ademas de su espectro de
accion, estas moléculas poseen también una buena absorcion en el ftracto
gastrointestinal y alcanzan buenos niveles séricos, permitiendo su utilizacién a nivel
sistémico (Emmerson y Jones, 2003).

La poca eficacia demostrada por las quinolonas disponibles en el control de
infecciones por grampositivos y bacterias anaerobias llevdé a nuevas modificaciones y a
un aumento en la complejidad estructural. En la década de los noventa, la aparicién de
muchas resistencias a macrolidos, beta-lactamicos y a la vancomicina, el establecimiento
de la relacion de micoplasmas y clamidias con enfermedades conocidas y la aparicion de
patégenos como legionella llevé al desarrollo de las quinolonas de tercera generacion,
como el esparfloxacino y levofloxacino, cuyo espectro de accion abarca grampositivos,
bacterias anaerdbicas, micoplasmas y clamidias. Aunque ligeramente mas eficaces
frente a estafilococos, siguen siendo poco eficaces frente a cepas resistentes a
quinolonas (Appelbaum y Hunter, 2000).

Posteriormente surgieron las fluoroquinolonas de cuarta generacion, como el
trovafloxacino y gemifloxacino, mas potentes y capaces de actuar frente a un mayor

numero de anaerobios (Van Bambeke y cols., 2005).
Mas recientemente surgieron las quinolonas no-fluoradas como el garenoxacino,

mas eficaces que las fluoroquinolonas frente a patdgenos grampositivos resistentes a las
fluoroquinolonas (Roychoudhury y Ledoussal, 2002).
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En la Figura 1.2. se puede observar la evolucion de las quinolonas a lo largo del

tiempo y algunos de los marcos mas importantes en su historia.

1962 1978
descubierta descubierta
acido nalidixico norfloxacing

12 Década | 22 Década |3° Década |4®Década |52 Década

1960 1970 1980 1990 2000-
presente

Futuro

Flumeguina  Ciprofloxacino  Sparfloxacino Moxifloxacino Gemifloxacing

Ac. Pipemidico  Cfloxacino Levofloxacing Garenoxacing
Ac. Oxalinico Trovafloxacino
Cinaxacing

Figura 1.2.- Evolucion de las quinolonas y marcos importantes (Emmerson y Jones,
2003).

Las quinolonas son hoy uno de los grupos de antimicrobianos mas consolidado y
utilizado en el tratamiento de las mas diversas afecciones y su importancia en la
quimioterapia antimicrobiana es notable, lo que se refleja en la gran cantidad de nuevas
moléculas patentadas asi como las que esperan permiso para su introduccién en el

mercado.

Existen varias quinolonas cuya utilizacion esta permitida en veterinaria, aunque
haya bastantes diferencias segun la region geografica en cuestion. En Europa, estan
permitidas cuatro quinolonas para uso en animales de produccion: enrofloxacino,

flumequina, marbofloxacino y danofloxacino (WHO, 1998).

29



Capitulo |

Aunque es dificil de cuantificar, la produccion y consumo de quinolonas para uso
veterinario en 1998 fue de cerca de 120 toneladas a nivel mundial, entre productos de
marca y genéricos (WHO, 1998).

1.2.3.2- Estructura quimica y clasificacion

1.2.3.2.1- Relacién estructura-actividad

Las quinolonas poseen una estructura basica comun a todos los elementos de la
clase. Exhiben un nucleo aromatico biciclico que puede contener uno o mas atomos de
nitrégeno, un grupo carbonilo en la posicién 4 y un grupo carboxilo en la posiciéon 3 que
completa la estructura basica de una quinolona, el acido 4-quinolin-3-carboxilico (4-
quinolona), siendo también conocidas por 4-quinolonas (Alés, 2003). En la Figura 1.3. se

puede observar la estructura de la 4-quinolona.

Figura I.3.- Estructura de la 4-quinolona (Alés, 2003).

Segun el numero y la posicion de los atomos de nitrdgeno en el nicleo, se pueden
diferenciar cuatro grupos diferentes que aunque diferentes bioquimicamente son

englobados dentro de la clase descriptiva de las quinolonas (Li y cols., 2000):

e Benzopiridinas- también denominadas de verdaderas quinolonas, constituyen el
nucleo mas utilizado en la sintesis de quinolonas. Poseen un unico atomo de nitrégeno

en la posicién 1 (ciprofloxacino, esparfloxacino, flumequina).
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¢ Naftiridinas- poseen atomos de nitrégeno en las posiciones 1y 8 y a la par de las

benzopiridinas constituyen la mayoria de las quinolonas (enoxacino, gemifloxacino,

trovafloxacino).

¢ Piridopirimidinas- poseen atomos de nitrdgeno en las posiciones 1, 6 y 8 (acidos

piromidico y pipemidico).

¢ Cinolinas- poseen atomos de nitrégeno en las posiciones 1y 2 (cinoxacino).

Las modificaciones de la estructura base de estos compuestos pueden ser

realizadas con la intencion de mejorar el espectro de actividad y las propiedades

farmacocinéticas y farmacodinamicas (Appelbaum y Hunter, 2000). Seguidamente se

describen algunas de las principales mejoras en la potencia y espectro de actividad,

siendo posible combinar varias modificaciones para obtener los efectos mas deseados.

La Figura I.4. resume esquematicamente la actividad de cada radical.

Confrola potencla
Comrola
gasa Actvidad G+
Patencla
backeriana
F g
Controla
patencia
RT ,
T o
antibacterano / l,-"
{  fconbroia
. f
Farmacod- | I actividad
netica { / anaeroolos
I §  FArmaEcoodng-
£ bca

Esenclal para I3 unitn a la

girasa
o
c
T OH
HH'“M
— |
Cercans al
lugar de umlin a
M, Rz &
_ Enzima
HL T —

Figura I.4.- Resumen de la actividad de cada radical (Anderson y MacGowan, 2003).
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¢ Posicién 1- Controla la potencia del antimicrobiano. Los radicales mas eficaces y
comunes son el ciclopropilo (ciprofloxacino), el 2,4-difluorofenilo (trovafloxacino), muy
eficaz también frente a anaerobios y el t-butilo (Chu y Fernandes, 1989; Appelbaum vy
Hunter, 2000; Andersson y MacGowan, 2003).

e Posicién 5- Controla la potencia. Grupos como NH, (esparfloxacino), CHj
(grepafloxacino) y OH mejoran su actividad contra grampositivos (Appelbaum y Hunter,
2000; Andersson y MacGowan, 2003).

¢ Posicion 6- Controla la potencia de un modo muy significativo. La inclusién de un
atomo de flior ha conllevado inmensas mejorias y casi todas las nuevas quinolonas lo
poseen (Andersson y MacGowan, 2003). La presencia de un atomo de flior puede

mejorar la capacidad de entrada en la célula (Chu y Fernandes, 1989).

e Posicidon 7- Es el punto principal donde se controla la potencia, el espectro, la
biodisponibilidad y los efectos secundarios. Un grupo piperacinico (norfloxacino,
ciprofloxacino) o metil-piperacinico (levofloxacino, esparfloxacino) en esta posicion
aumenta su actividad frente bacterias gramnegativas. Algunos datos sugieren que este
anillo puede tener un papel en la inhibicidn de sistemas de expulsion, aumentando asi la
potencia de estos agentes (Andersson y MacGowan, 2003). Un grupo aminopirrolidinico
(clinafloxacino) aumenta su potencia frente a grampositivos aunque a veces este
incremento se haga a expensas de pérdida de actividad en frente a Pseudomonas
aeruginosa (Appelbaum y Hunter, 2000; Andersson y MacGowan, 2003).

¢ Posicién 8- La inclusion de un grupo metoxi (moxifloxacino) o un atomo de fltor
(clinafloxacino) puede mejorar su actividad sobretodo frente a organismos anaerobios
(Appelbaum y Hunter, 2000).

Las fluoroquinolonas se diferencian de las quinolonas clasicas por la presencia de
un atomo de fluor en la posicidon 7 ademas de un anillo piperacinico o pirrolidinico en la

posicion 7 del nucleo.
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1.2.3.2.2.- Generaciones

Como anteriormente se ha mencionado, las quinolonas pueden clasificarse en
generaciones, con espectros de actividad y propiedades farmacocinéticas distintas (Ball,
2000).

Las de primera generacion, como el acido nalidixico, tienen actividad frente a
enterobacterias (Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., etc.) y algunos
grampositivos (flumequina y acido oxolinico). Poseen como base quimica la molécula
original del acido nalidixico. Tienen propiedades farmacocinéticas desfavorables,
muchos efectos secundarios y son mas propicias que las posteriores a desarrollar
resistencias (Appelbaum y Hunter, 2000).

La creacidon del norfloxacino marca el inicio de las quinolonas de segunda
generacion. Con la inclusién de un atomo de fluor en la posicion 6 cambia drasticamente
la actividad y propiedades farmacocinéticas de los antimicrobianos. El atomo de fluor en
la posicion 6 es lo que distingue a las fluoroquinolonas. Esta modificacion sumada a las
anteriores caracteristicas les confiere una mayor actividad frente a gramnegativos
(Pseudomonas spp.), algunos grampositivos (Staphylococcus spp.) y otros géneros
bacterianos (Chlamydia spp., Mycoplasma spp.). Sus propiedades farmacocinéticas son
mejoradas y se disminuye la seleccion de resistencias (Ito y cols., 1980; Wise y cols.,
1983; Wise y cols., 1988). Aun asi presentaban una baja actividad frente a cocos
grampositivos y apenas son eficaces sobre bacterias anaerobias (Taléns-Visconti y cols.,
2002).

Las quinolonas de tercera generacion como el esparfloxacino, grepafloxacino y
levofloxacino tienen mejor actividad frente a gram-positivos (Streptococcus spp.),
patégenos atipicos (Chlamydia spp. y Mycoplasma spp.) y frente a algunos anaerobios,
ademas de una mayor semivida y mejor penetracion tisular (Kidwai y cols., 1998;
Appelbaum, 1999; Jacobs, 1999; Taléns-Visconti y cols., 2002).
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Finalmente, las de cuarta generacidon mejoran la actividad frente a gram-positivos
ademas de su actividad frente a anaerobios (Prevotella spp., Pepstreptococcus spp.),

manteniendo las mejorias farmacocinéticas de las anteriores generaciones (Appelbaum,

1999; Jacobs, 1999; Taléns-Visconti y cols., 2002).

La tabla 1.3. muestra varios ejemplos de quinolonas vy

correspondiente.

Generacion

Ejemplos

Primera

Acido nalidixico

Acido oxolinico

Segunda

Norfloxacino
Ciprofloxacino
Lomefloxacino

Ofloxacino

Enrofloxacino

Tercera

Esparfloxacino
Grepafloxacino

Levofloxacino

Cuarta

Gemifloxacino
Trovafloxacino

Gatifloxacino

Tabla 1.3.- Varios ejemplos de quinolonas y generacién correspondiente

1.2.3.3- Mecanismo de accién

Para ejercer su actividad antimicrobiana, las quinolonas penetran en la célula

bacteriana por medio de mecanismos de difusién pasiva a través de las porinas o de la
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capa de lipopolisacaridos actuando por inhibicion de las topoisomerasas bacterianas Il y

IV consiguiendo un efecto bactericida.

1.2.3.3.1.- Topoisomerasas bacterianas

En la mayoria de las bacterias el cromosoma es una cadena de ADN doble, de
forma circular que se encuentra en un estadio de superenrrollamiento negativo, o sea,
contrario al enrollamiento natural de la cadena de ADN. Esta alta condensacion del ADN
implica que sea totalmente dependiente de las topoisomerasas para que siga funcional.
Asi, las topoisomerasas son responsables del mantenimiento del estado adecuado de
superenrrollamiento del ADN, en las regiones del cromosoma en que ocurra, 0 no,
replicacion. La transcripcion de muchos genes es muy sensible al estadio de
superenrrollamiento del ADN; ademas, el proceso de separacion de las cadenas que
ocurre en el proceso de replicacion conlleva cambios en el superenrrollamiento de la
cadena, delante y detras del punto de replicacion. Las topoisomerasas son enzimas
clave para los ajustes necesarios frente a los cambios (Drlica y Zhao, 1997; Hawkey,
2003).

Existen dos tipos de topoisomerasas bacterianas clasificadas con base en su
funcionamiento, las de tipo | y las de tipo Il. Mientras las de tipo | quiebran
transitoriamente una de las cadenas de la hélice de ADN para pasar otra cadena simple
por la quiebra, las del tipo Il lo hacen sobre las dos cadenas de ADN pasando una
cadena doble o un segmento de doble cadena a través de la quiebra. Posteriormente se
religan los extremos que fueran separados (Mizzuchi y cols., 1980; Taléns-Visconti y
cols., 2002). Mientras las de tipo Il son esenciales para el crecimiento bacteriano, las de
tipo I no lo son, pudiendo su ausencia ser compensada por otras vias (DiNardo y cols.,
1982)

Las bacterias poseen dos tipos distintos de topoisomerasas tipo Il, la

topoisomerasa |l o ADN girasa y la topoisomerasa |IV. Estas enzimas son esenciales
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para todas las especies bacterianas y poseen funciones fundamentales en la mayoria de
los procedimientos en el que el ADN esté implicado representando asi una diana
bastante apetecible (Drlica y Zhao, 1997; Levine y cols., 1998) ya que no se pueden

sustituir con otras vias (Van Bambeke y cols., 2005).

Las topoisomerasas tipo Il modulan el estadio topolégico del material genético al
inducir una quiebra en la cadena doble, pasar una hélice de ADN integra a través de
ésta y re-ligar las extremidades (Levine y cols., 1998; Anderson y Osheroff, 2001). En
general este tipo de topoisomerasas son moléculas que de un modo ATP dependiente
catalizan la reaccion de relajacion del ADN superenrrollado, catenaciéon y decatenacion
de los anillos de ADN y enredo/desenredo del ADN doble (Levine y cols., 1998). La
Figura I.5. representa un esquema de la accién de las topoisomerasas bacterianas en la
replicacion del ADN.

Figura 1.5.- Esquema de la accion de las topoisomerasas bacterianas en la replicacion
del ADN (adaptado de Hooper, 2002).
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La topoisomerasa |l fue descubierta en 1976 (Gellert y cols., 1976). Es un
tetramero A.B, y esta codificada por los genes gyrA y gyrB. Su actividad enzimatica es
esencial para la regulacion del superenrrollamiento del ADN, transcripcion, iniciacion y
elongacion durante la replicacion del ADN (Levine y cols., 1998). Cataliza de un modo
eficiente reacciones de enrollamiento o desenrrollamiento del ADN pero su accidon como
decatenasa es pobre. Ademas, es la Unica topoisomerasa conocida con la capacidad de
generar enrollamientos negativos en acidos nucleicos. Debido a esta propiedad Unica, es
esencial para el mantenimiento de la densidad cromosomal y responsable por aliviar el
estrés torsional que se acumula por delante de la horquilla de replicacion y transcripcion
(Drlica, 1999; Anderson y Osheroff, 2001; Hawkey, 2003).

La topoisomerasa IV fue descrita en 1990 (Kato y cols., 1990). Es un tetramero
C,D, y es codificada por los genes parC y parE (grlA y grIB en Staphylococcus aureus
respectivamente). Las subunidades C y E son homdlogas a las subunidades Ay B de la
topoisomerasa |l respectivamente. Es la principal decatenasa bacteriana. Como
resultado de esta propiedad sus funciones fisiologicas son la separacion de las cadenas
de ADN- hijas posteriores a la replicaciéon, ademas de separar catenenos y nudos

resultantes de procesos de recombinacion (Adams y cols., 1992; Levine y cols., 1998).

Basandose en la homologia de aminoacidos con los genes de las topoisomerasas
de Escherichia coli, se han identificado 3 topoisomerasas distintas en Mycoplasma
genitalium (Hooper, 1998) y en Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC, estan

identificadas las topoisomerasas I, Il y IV (Westberg y cols., 2004).

1.2.3.3.2- Mecanismo de accién de las quinolonas

Para alcanzar sus dianas las fluoroquinolonas necesitan cruzar la membrana

citoplasmatica y, en gramnegativas, la membrana externa (Hooper, 2001). Asi, penetran

en el interior de la célula por medio de mecanismos de difusion pasiva a través de las

porinas o de la capa de lipopolisacaridos en un proceso determinado por su potencial
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Donan, pH y tamario (Nikaido y Thanassi, 1993). Aunque la hidrofobicidad sea igual de
importante en grampositivos y gramnegativos, el peso molecular solamente es
importante en organismos gramnegativos debido a la presencia de la membrana externa
(Bazile y cols., 1992).

Alteraciones mutacionales de la estructura de la membrana de polisacarido afectan
de modo significativo la permeabilidad de la membrana a las quinolonas hidrofébicas
como el acido nalidixico pero no la permeabilidad de las hidrofilicas (Hirai y cols., 1986),
aunque se piense que otros factores tales como diferencias en la estructura basal
también puedan interferir con la entrada de las quinolonas en la célula (Mitsuyama y
cols., 1992; Takenouchi y cols., 1996).

Las quinolonas interaccionan con los complejos que se forman entre el ADN y las
topoisomerasas Il y IV, creando alteraciones conformacionales que resultan en la
inhibicion de la actividad enzimatica normal. La enzima se queda atrapada en el
complejo droga-enzima-ADN, inhibiendo la replicacion del ADN puesto que se desarrolla
una barrera fisica que impide el movimiento de la horquilla de replicacion, ARN

polimerasa y ADN helicasa (Hooper, 2001).

Los analisis de valores de CMIs en aislados clinicos resistentes y estudios directos
de la accién inhibitoria de las quinolonas sobre las topoisomerasas han demostrado que
en especies gramnegativas la diana principal de las quinolonas es la topoisomerasa |l
mientras que en las grampositivas es esencialmente la IV, aunque haya excepciones
(Hoshino y cols., 1994; Khodursky y cols., 1995; Hawkey, 2003). En micoplasmas la
diana principal de la mayoria de las quinolonas es la topoisomerasa IV, aunque segun la
quinolona y la especie pueda ser la topoisomerasa |l (Bébéar y cols., 1998; Kenny y
cols., 1999; Gruson y cols., 2005).

La inhibicion del complejo droga-topoisomerasa II-ADN y consecuente muerte

celular es rapida, indicando actividad de la enzima por delante de la horquilla de

replicacion, mientras la inhibicion del complejo droga-topoisomerasa IV-ADN es lenta y
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consistente con una posicion enziméatica por detras de la horquilla de replicacién y una
actuacion mas tardia en el ciclo de replicacion (Khodursky y Cozzarelli, 1998; Hawkey,
2003).

La formacion de estos complejos inhibe reversiblemente el ADN y el crecimiento
celular ademas de inducir la respuesta SOS y se supone que sea el mecanismo
responsable de la accién bacteriostatica de las quinolonas. La accién letal necesita por lo
menos dos pasos, siendo el primero de ellos la formacién de los complejos
bacteriostaticos anteriormente mencionados. Para ejercer su actividad bactericida son
necesarias concentraciones superiores a las bacteriostaticas y algunas quinolonas
inhiben mejor el crecimiento que otras pero son menos eficaces en el efecto bactericida
(Zhao y cols., 1997; Hawkey 2003; Higgins y cols., 2003; Malik y cols., 2006).

Se piensa que la muerte celular resulta de la liberacidon de los extremos de ADN
del complejo droga-enzima-ADN con induccion de la apoptosis (Chen y cols., 1996;
Drlica, 1999; Hawkey 2003) aunque este mecanismo sea mal comprendido y sean varias
las teorias (Malik y cols., 2006). La Figura |.6. representa esquematicamente varios de

los pasos de la accion de las quinolonas.

ADM + girasa

1l

Compiejo ADN-piras3

Figura 1.6.- Representacion

w Quingicna esquematica de varios de los pasos de

Compisjo ADN-grasa-quinglona |Lr:1mmn la accién de las quinolonas (Malik y
crecimiemto cols., 2006).

/\

Fragmentacion  Fragmentacion T Muerie
del cromosoma  del omosima celular
prateina probeing rapikia
dependiente  independiente
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Se han sugerido mecanismos de accion bactericida basados en el periodo del ciclo
celular de la célula bacteriana y la sintesis de ARN y de proteina o su ausencia (Howard
y cols., 1993a):

e Mecanismo A- se cree que es comun a -todas las quinolonas,
requiere la sintesis de ARN/proteina y es activo frente a células en
replicacion. Es inhibido por agentes inhibidores de la sintesis proteica o de
ARN como son el cloranfenicol, la rifampicina o las cumarinas (Howard y
cols., 1993b). Algunas quinolonas de primera generaciéon como los acidos
nalidixico y oxolinico bloquean la sintesis de ADN pero son incapaces de
matar las células en ausencia de sintesis proteica. La utilizacion de
cloranfenicol, bloquea la accién letal de estas quinolonas (Chen y cols.,
1996; Malik y cols., 2006).

e Mecanismo B- ocurre a altas concentraciones del agente y actua
frente a células que no estén en crecimiento o que no presenten sintesis
proteica 0 de ARN; no es inhibido por agentes que inhiban la sintesis
proteica (Howard y cols., 1993a; Howard y cols., 1993b). El cloranfenicol
apenas tiene efecto sobre la accion letal del ciprofloxacino. Esto implica
que un factor proteico estaria involucrado en la liberacién de los extremos
libres del ADN de los complejos droga-enzima-ADN y que algunas drogas
poseerian un mecanismo de accién adicional refractario al cloranfenicol.
Poco se sabe sobre este factor proteico y se ha sugerido que el modo de
accion refractario al cloranfenicol puede resultar de la estimulacion de la
disociacion enzimatica (Lewin y cols., 1991a; Chen y cols., 1996; Hawkey
2003).

e Mecanismo C- actua en células que no estén en replicaciéon pero
necesita sintesis de proteina o ARN. Es inhibida por inhibidores de la

sintesis de proteina/ARN (Howard y cols., 1993b).
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Mas recientemente, un dimero de quinolonas fue descrito como capaz de bloquear

el crecimiento de micobacterias sin matar a las células (Malik y cols., 2005).

Otro efecto interesante en el mecanismo de accién de las quinolonas es el llamado
“efecto paraddjico”. Este es reflejo de una actividad bactericida bifasica; a
concentraciones superiores a la CMI la letalidad de las quinolonas sube hasta lo que se
llama la concentracion éptima bactericida, punto a partir del cual antagonizan su propia
accion y la actividad disminuye. (Crumplin y Smith, 1975; Piddock y cols., 1990; Lewin y
cols., 1991b).

El oxigeno parece también ser esencial para que las quinolonas ejerzan una

actividad bactericida (Lewin y cols., 1991b)

[.2.3.4- Mecanismos de resistencia bacterianos frente a las quinolonas

Existen varios mecanismos de resistencia bacteriana a las quinolonas, pudiendo
coexistir varios en una misma cepa e interactuar de forma sinérgica, incrementando
significativamente los niveles de resistencia. Las mutaciones en los cromosomas que
codifican las topoisomerasas bacterianas Il y IV, incremento en la impermeabilidad de la
pared bacteriana por alteraciones en la expresion de proteinas de la membrana externa
(porinas), excrecion activa del antimicrobiano por sobre-expresion de sistemas de
expulsién y resistencia mediada por plasmidos estédn descritos como los principales

mecanismos de resistencia.

La tabla 1.4. resume los mecanismos de resistencia descritos en microorganismos

grampositivos, gramnegativos y en micoplasmas.
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Mutaciones en

Alteraciones en

Mecanismos

las la de expulsién | Plasmidos
topoisomerasas permeabilidad activa
Grampositivos + - + -
Gramnegativos + + + +
Micoplasmas + - + ND

Tabla 1.4.- Resumen de los mecanismos de resistencia a las quinolonas descritos en
microorganismos grampositivos, gramnegativos y micoplasmas. (+) descrito, (-) no

descrito, (ND) no determinado.

1.2.3.4.1.- Alteracion de diana

El mecanismo mas importante de resistencia a las quinolonas es la alteracion de
su diana. Este tipo de resistencia es muy estable y se disemina de una forma muy facil
(Van Bambeke y cols., 2005). Las dos topoisomerasas involucradas en la sintesis de
ADN, la topoisomerasa Il o ADN girasa y la topoisomerasa IV, han sido identificadas

como diana principal de las quinolonas (Drlica y cols., 1997; Sanders, 2001).

Las mutaciones en los genes que codifican las topoisomerasas implican cambios
en aminoacidos en dominios especificos, las regiones determinantes de resistencia a las
quinolonas (QRDR- quinolone resistance-determining region), aunque ocasionalmente se
relaten mutaciones que salen de estos dominios y estan asociadas a incrementos en la
resistencia (Friedman y cols, 2001). Estas mutaciones resultan de errores espontaneos
en la transcripcion durante la replicacion del cromosoma y suelen ocurrir con una
frecuencia de una en cada 10°-10° células (Sanders, 2001). Estos cambios alteran la
estructura del punto de ligaciéon de las quinolonas en el complejo girasa-ADN llevando a
una disminucion de la afinidad de la quinolona por dicho punto (16 seimc, Wilmott y
Maxwell, 1993; Hooper, 1999).
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La resistencia fenotipica surge bajo forma de escalones como resultado del
acumulo de mutaciones espontaneas, con aumentos en la CMI especificos de cada
posicién (Figura 1.7.). La primera mutacioén, o de primer escaldn, suele ocurrir en la diana
principal de la quinolona. Aunque en bacterias gramnegativas la diana principal es la
topoisomerasa Il y las mutaciones en gyrA son el mecanismo mas comun de resistencia
(Vila y cols., 1994), en las grampositivas y micoplasmas este mecanismo es mas
complejo, puesto que depende no solamente de la especie bacteriana sino también del
agente antimicrobiano en cuestién. En bacterias grampositivas la diana principal de la
mayoria de las quinolonas tales como el ciprofloxacino, norfloxacino, y levofloxacino
suele ser la subunidad C y las mutaciones son mas frecuentes en parC. Quinolonas
como el esparfloxacino, gatifloxacino y nadifloxacino tienen como diana principal la
subunidad A, sendo las mutaciones en gyrA las mas frecuentes (Drlica y Zhao, 1997;
Pan y Fisher., 1997; Fukuda y Hiramatsu, 1999; Fournier y cols., 2000; Takei y cols.,
2001). Quinolonas como el clinafloxacino y moxifloxacino pueden tener afinidades
iguales por cualquiera de las topoisomerasas (Pan y Fisher, 1998; Takei y cols, 2001).
En micoplasmas la mayoria de las quinolonas como el ciprofloxacino, ofloxacino y
pefloxacino actian sobre la subunidad C (Kenny y cols., 1999; Gushchin y cols., 1999;
Gruson y cols., 2005). La subunidad A es la diana principal de quinolonas como el
moxifloxacino mientras el gemifloxacino actua igualmente sobre las dos topoisomerasas
(Gruson y cols., 2005). Quinolonas como el enrofloxacino, levofloxacino e esparfloxacino
cambian su diana principal segun la especie en cuestion (Gushchin y cols., 1999;
Reinhardt y cols., 2002a; Hirose y cols., 2004; Gruson y cols., 2005). Las mutaciones de
segundo escaldn en grampositivos, gramnegativos o micoplasmas pueden ocurrir en las
dianas enzimaticas secundarias gyrB y par-E (grIB en estafilococos), aunque con menos
frecuencia, conllevando un incremento aun mayor en la resistencia bacteriana (Vila y
cols., 1996; Sanders, 2001; Gillespie y cols., 2002). Mutaciones posteriores pueden

ocurrir en cualquiera de las enzimas (Hooper, 2001).
Mutaciones en las dianas secundarias sin que hayan mutaciones en la diana

primaria no suele implicar un incremento en la resistencia, aunque estén descritas

excepciones (Hooper, 2001).
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Figura 1.7.- Evolucién escalonada de la resistencia a una quinolona a lo largo del tiempo.
Cada escaldn representa una mutacion espontdnea que disminuye la susceptibilidad a la

quinolona (Sanders, 2001).

El efecto particular de cada una de las mutaciones en los genes de las
topoisomerasas en el fenotipo de resistencia puede variar con la especie bacteriana
(Blanche y cols., 1996) pero también con el gen implicado y la quinolona utilizada
(Sanders, 2001; Van Bambeke y cols., 2005). Si bien en algunos casos mutaciones en la
diana principal pueda ser suficiente para la adquisicién de una resistencia detectable, no
siempre es asi. Aunque el impacto de las mutaciones de segundo escalén en las dianas
secundarias puedan en general tener menos impacto en el fenotipo de resistencia,
incrementan mas el nivel de resistencia (Van Bambeke y cols., 2005). Estas variaciones
no afectan de igual modo el nivel de resistencia a todas las quinolonas, que puede variar.
Pueden ocurrir mecanismos de resistencia cruzada o de resistencia disociada (Figura
1.8.). La resistencia cruzada significa que la disminucion de la sensibilidad a un agente
antimicrobiano en una clase implica la disminucién en paralelo de la sensibilidad a otros
agentes de la misma clase. Se ha evidenciado que no todas las quinolonas son
afectadas del mismo modo por las mutaciones responsables por resistencia. Diferencias
en las dianas principales pueden afectar la resistencia a una quinolona pero no a otras.
Por ejemplo, en Streptococcus pneumoniae la diana principal del ciprofloxacino es la

topoisomerasa IV, mientras el esparfloxacino afecta sobre todo a la topoisomerasa Il; la
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resistencia al ciprofloxacino no lleva apareada la resistencia concomitante al
esparfloxacino y viceversa. Este patron de resistencia se denomina de resistencia
disociada. (Thomson, 2000; Sanders, 2001).
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Figura 1.8.- A la izquierda ejemplo de la evolucién de la resistencia cruzada a dos
quinolonas (A y B). A la derecha evolucion de la resistencia disociada a dos quinolonas
(A 'y B) (Sanders, 2001).

1.2.3.4.2.- Sistemas de expulsidn activa como mecanismo de resistencia a

quinolonas

Otro mecanismo de resistencia comun a especias grampositivas, gramnegativas y
micoplasmas son los sistemas de expulsiéon activa, aunque mas complejos en las
segundas por las caracteristicas estructurales de la pared celular (Poole, 2000a; Poole,
2000b; Raherison y cols., 2002; Kumar y Schweizer, 2005).

Los sistemas de expulsion activa son ubicuos, y probablemente esenciales para la
fisiologia general bacteriana. Estos sistemas de expulsion activa pueden ser codificados
por genes cromosomales o por genes asociados a elementos moviles que pueden ser
activados por sefiales medioambientales o por mutaciones en los genes reguladores
(Levy, 2002). Cuando esos genes se expresan constitutivamente son probablemente

responsables de muchos casos de resistencia intrinseca. La expresion de las bombas de
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expulsion activa es responsable de niveles bajos-moderados de resistencia a quinolonas
que al combinarse con mutaciones en las topoisomerasas dan lugar a altos niveles de

resistencia (Kumar y Schweizer, 2005; Van Bambeke y cols, 2005).

La expulsion activa es responsable de bajos niveles de resistencia, pudiendo
actuar como un primer paso en la seleccion de resistencias; su ausencia puede hacer
mas dificil la seleccion de cepas resistentes (Ricci y cols., 2006). En algunos casos los
sistemas de expulsidon activa pueden por si mismos ser responsables de niveles de
resistencia clinicamente relevantes (Van Bambeke y cols, 2005). Un factor importante a
tener en cuenta es que estos sistemas de expulsion activa permiten la supervivencia
bacteriana en la presencia de concentraciones sub-Optimas de antimicrobianos

(Lomovskaya y cols., 1999).

En bacterias gramnegativas los sistemas de expulsién activa responsables de
resistencia a las quinolonas poseen una gran variedad de sustratos mientras en
grampositivos solamente confieren resistencia a las quinolonas (Poole, 2000a; Poole,
2000b).

Los sistemas de expulsion activa pueden transportar una amplia variedad de
substratos incluyendo antimicrobianos no relacionados estructuralmente, como las
quinolonas/fluoroquinolonas, betalactdmicos, aminoglucésidos, macrdélidos, anfenicoles,
tetraciclinas, colorantes, detergentes y/o solventes organicos. Esta excrecion se hace de
un modo dependiente de energia pero no implica alteracion/degradacion del substrato.
(Neifakh y cols., 1993; Alekshun y Levy, 1997; Van Bambeke y cols., 2003).
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Los sistemas de expulsion activa se agrupan actualmente en cinco familias cada

una con sus caracteristicas propias (Poole, 2000a; Kumar y Schweizer, 2005):

* MFS (major facilitator superfamily)
» ABC (adenosine triphosphate (ATP)-binding cassette)

SMR (small multidrug resistance)

RND (resistance-nodulation-cell division)

MATE (multidrug and toxic compound extrusion)

Oroga
Memiorana
ok exama
Droga
a 8 -‘:1“ Y
Droga "l.\.,/“" Droga H* Drogal «Ma* M
i = I Sdoad if Tl I Membrana
I [ — I 2 UMl | cropiasmatica
oroga - i g Droga " broga "'I-N.r" " j:"r:-;a-\ CEopiasma
Droga A ACPF,
MFS SMR MATE RMND AEC

Figura 1.9.- Ejemplo esquemético de varias familias de sistemas de expulsiéon activa
(Kumar y Schweizer, 2005).

Se pueden agrupar estas familias segun el modo de obtencidon de energia. Las
familias MFS, SMR, MATE y RND obtienen su energia por medio de un gradiente

proténico (ApH), mientras las ABC lo obtienen por hidrélisis del ATP.
Ejemplos de sistemas de expulsion activa responsables de resistencia intrinseca y
adquirida a las quinolonas son MexAB-OprM, MexCD-Oprd y MexEF-OprN entre otros en

Pseudomonas aeruginosa, AcrAB, AcrEF, AcrD, MacAB, EmrAB y MdfA en Escherichia
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coli (Ruiz, 2003; Li, 2005), Blt, BmrA y Bmr3 en Bacillus subtilis y NorA y los otros
descritos en Staphylococcus aureus (Yoshida y cols.,, 1990; Ruiz, 2003). La
inactivacion/inhibicion de dichos sistemas lleva a un incremento en la susceptibilidad
microbiana a las quinolonas y otros antimicrobianos (Lomovskaya y cols., 1999; Ricci y
cols., 2004).

No todas las quinolonas se ven afectadas de igual modo por un determinado
sistema de expulsion activa, puesto que factores como la hidrofobicidad pueden estar
relacionados con la eficiencia del mismo (Yoshida y cols., 1990; Takenouchi y cols.,

1996) asi como la afinidad por sustrato de la propia bomba.

1.2.3.4.3.- Alteraciones de permeabilidad de la membrana externa

Un mecanismo de resistencia propio de las bacterias gramnegativas, por sus
propiedades estructurales, son las alteraciones de permeabilidad de la membrana
externa bacteriana que previenen/ disminuyen la entrada del antimicrobiano en la célula.
Este tipo de resistencia es inducible y permite una supervivencia inmediata (Van
Bambeke y cols., 2005). Todas las quinolonas pueden cruzar la membrana externa a
través de las porinas, pero solamente las mas hidrofébicas pueden atravesar la capa

lipidica (Hirai y cols., 1986; Chapman y Georgopapadakou, 1988).

Las alteraciones en la expresién de porinas, sobretodo de OmpF (Mascaretti, refs,
63-64 bambeke Taléns-Visconti y cols., 2002) o mutaciones suponen una disminucién en
la entrada de la quinolona dentro de la célula, aunque otros antimicrobianos y sustancias

puedan ser afectadas (Sanders y cols., 1984; Putman y cols., 2000).

Las porinas son proteinas presentes en la membrana externa de las bacterias
gramnegativas y funcionan como cribas moleculares, en base al tamafio de la molécula,
carga ionica y hidrofobicidad (Hancock., 1987). La ausencia o disminucion de la

expresion de OmpF en cepas mutantes de Escherichia coli esta relacionada con una

48



Capitulo |

disminucion de la sensibilidad a algunas quinolonas pero otras como tosufloxacino y
esparfloxacino no son afectadas (Hirai y cols., 1986; Mitsuyama y cols., 1992) y puede
implicar resistencia cruzada a otros agentes antimicrobianos (Cohen y cols., 1989). La
porina OmpC en Escherichia coli y las Ompk35 y Ompk36 en Klebsiella pneumoniae,
homologas de OmpF y OmpC han sido también descritas como implicadas en la
resistencia a quinolonas (Chen y Lo, 2003)

Estos mecanismos de resistencia son generalmente de bajo nivel puesto que la
entrada del antimicrobiano no es evitada completamente; por ello, la resistencia
clinicamente objetivable suele ser el resultado de la combinacion de defectos en la

permeabilidad sumado a otros mecanismos de resistencia (Van Bambeke y cols., 2005).

1.2.3.4.4.- Plasmidos responsables de resistencia a quinolonas

Aunqgue en 1990 ya se sugeria que la resistencia a fluoroquinolonas podria estar
mediada por plasmidos (Courvalin, 1990) y a pesar de una descripcion en 1987 en
Shigella dysenteriae (Munshi y cols., 1987), no fue hasta 1998 que se produjo la
confirmacion de la existencia de resistencia a quinolonas mediada por plasmidos en
Klebsiella pneumoniae (Martinez-Martinez y cols., 1998) y posteriormente en Escherichia

coli (Wang y cols., 2003) y otras bacterias gramnegativas (Li, 2005).

El plasmido codifica un determinante de las familias gnrA, gnrB y qnrS. Estos
codifican proteinas que bloguean la accion de las quinolonas sobre la ADN girasa y la
topoisomerasa IV al ligarse a topoisomerasas, impidiendo la formacion del complejo
topoisomerasa-quinolona (Tran y Jacoby, 2002; Nordmann y Poirel, 2005; Tran y cols.,
2005a; Tran y cols., 2005b). La variabilidad dentro de los genes grn ha sido descrita, lo
que puede ser responsable porque muchos aislados conteniendo plasmidos codificando
estos genes puedan pasar desapercibidos (Robicsek y cols., 2006). Otros genes
codificados en plasmidos también han sido descritos como capaces de interferir con la
susceptibilidad a las quinolonas. EI gen mcbABCDEFG asociado a un plasmido ha sido

responsable de disminuciones de dos veces en la susceptibilidad al esparfloxacino
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(Lomovskaya y cols., 1996). Una proteina descrita en Mycobacterium smegmatis fue
descrita como responsable de incrementos entre cuatro y ocho veces de la CMI del

esparfloxacino (Montero y cols., 2001).

El gen gnrA es capaz de producir incrementos de 8 a 32 veces en la CMI de
diversas quinolonas (Martinez-Martinez y cols., 1998). Este aumento es insuficiente por
si mismo de aumentar las CMIs de las enterobacterias a valores considerados de
resistencia (Robicsek y cols.,, 2005). No obstante este incremento permite Ila
supervivencia de las células a niveles de quinolonas mas elevados, facilitando asi la
seleccion de mutaciones que puedan aumentar aun mas los valores de CMI (Martinez-
Martinez y cols., 1998), en un proceso semejante al desarrollado por los mecanismos de
expulsién activa. Aparentemente, este gen no es responsable de inducir
hipermutabilidad, pero su presencia ha sido asociada a cambios en la tasa de mutacion
de <2,9x10” para 3,4x10” (Robicsek y cols., 2005). El nivel de resistencia alcanzado es
determinado por los niveles de expresién de gnrA y no por el numero de copias del
plasmido presentes en la célula. Los niveles de expresion estan correlacionados con la
concentracion de quinolona en el medio, alcanzando su valor maximo a 0,4x la CMI
(Rodriguez-Martinez y cols., 2006). El hecho de que los incrementos observados en los
valores de CMI de las quinolonas no sean suficientes para clasificarlos como resistentes
y que no haya ningun marcador fenotipico para permitir la identificacion de estos genes,
puede ser responsable por su aparente baja prevalencia (Rodriguez-Martinez y cols,
2003).

Puesto que los incrementos en las CMIs de las quinolonas de los que son
responsables no son clinicamente importantes, su relevancia clinica parece derivada de
su capacidad de potenciar la resistencia debido a mutaciones en las topoisomerasas 0 a
cambios en la expresion de porinas y sistemas de expulsion activa. Ademas, permiten la
seleccion de mutaciones cromosomales en concentraciones de quinolonas que en una
situacién normal serian letales (Tran y Jacoby, 2002; Jacoby y cols., 2003; Martinez-

Martinez y cols., 2003; Rodriguez-Martinez y cols., 2006).
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La presencia de plasmidos que codifican estos determinantes ha sido asociada a
cepas productoras de beta lactamasas de amplio espectro (Rodriguez-Martinez y cols.,
2003; Nordmann y Poirel, 2005) y cefalosporinasas (Nordmann y Poirel, 2005). Mas
recientemente se ha descrito la asociacion de qrnB a plasmidos que también codificaban

betalactamasas (Jacoby y cols., 2006)

1.2.3.4.5.- Fenotipo MAR (Mdltiple Resistencia a Antimicrobianos) o MDR (Mdltiple

Resistencia a Drogas)

Se podria definir como el resultado de una combinacion de mecanismos y
reacciones por parte de la célula bacteriana que tiene como consecuencia la disminucién
de susceptibilidad a mdultiples antimicrobianos (Randall y Woodward, 2002), como el
cloranfenicol, cefalosporinas, quinolonas, penicilinas, rifampina y tetraciclinas (Cohen vy
cols., 1989; George y Levy 1983), a desinfectantes como el aceite de pino (Moken y
cols., 1997) y triclosan (McMurry y cols., 1998), a solventes organicos como el
ciclohexano (Asako y cols., 1997) y a agentes que impliquen estrés oxidativo (Greenber
y cols., 1991) puede verse disminuida. Este tipo de fenotipo ha sido ampliamente
descrito en la especie Escherichia coli, en ella algunos loci cromosomales tales como
marRAB, soxRS y rob controlan la expresion de mdultiples genes, de manera que son
capaces de desatar en la célula bacteriana cambios que influyen en los niveles de
resistencia a diferentes antimicrobianos (Randall y Woodward, 2002). Los cambios
inducidos por tales sistemas implican el incremento de la expulsion activa merced a la
expresion de la bomba protén dependiente AcrAB-TolC asi como la disminucién de la
permeabilidad de la pared bacteriana por la represion de la expresion de la porina F
(Ariza y cols., 1995).

Los antimicrobianos como el cloranfenicol o las tetraciclinas u otras sustancias
como el salicilato, el benzoato de sodio o el diazepam pueden inducir la expresion de
MarA, llevando a la disminucién de la expresién de la porina OmpF o alterando los

niveles de expresion de sistemas de expulsion activa tales como AcrAB (Tavio y cols.,
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2004), en una cadena de procesos que puede alterar la expresion de mas de 60 genes
(Barbosa y Levy, 2000).

Aunque las resistencias adquiridas por la activacion de estos sistemas reguladores
como marRAB, soxRS o rob no sean suficientes por si mismos para implicar resistencia
clinica a la mayoria de los antimicrobianos, pueden servir como un escalén para

resistencias mas importantes (Alekshun y Levy, 1997; Randall y Woodward, 2000).

1.2.3.4.6- Otros mecanismos

Otros mecanismos menos comunes y comprendidos han sido descritos. Un gen de
reparacion, recG en Staphylococcus aureus, ha demostrado conferir un bajo nivel de
resistencia a las quinolonas (Niga y cols., 1997) y méas recientemente una disminucion en
la expresion de la topoisomerasa IV en un mutante de Staphylococcus aureus
desarrollado in vitro ha sido referida como inductora de resistencia de bajo nivel a

quinolonas (Ince y Hooper, 2003).
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Il.- Factores que interfieren con la determinacién de la Concentracion Minima

Inhibitoria (CMI) en medio liquido

II.1.- Introduccioén

Existen varios métodos para determinar el resultado de la interaccion entre un
microorganismo y un antimicrobiano. Estos pueden ser cualitativos, como la difusién en
disco en la que los resultados son en base a la susceptibilidad o resistencia, o
cuantitativos, como la dilucién en agar o en medio liquido, que cuantifican esa relacién
expresandola en concentracién minima inhibitoria. La obtenciéon de estos valores de
susceptibilidad es importante cuando debe decidirse el tratamiento frente a una situacion

clinica, permitiendo asi la eleccion del mejor tratamiento posible (Amsterdam, 2005).

Aunque para la mayoria de las bacterias estos procedimientos estan
estandardizados, permitiendo la comparacién de resultados con las pequefias
diferencias inherentes a cualquier técnica biolégica y con intervencion de un operador
humano, en los micoplasmas todavia no se han definido exactamente cuales son los
procedimientos a seguir, llevando asi a diferencias metodolégicas que dificultan e

imposibilitan la comparacion de resultados (Hannan, 2000).

Los micoplasmas son organismos fastidiosos, nutricionalmente muy exigentes y
con pocas vias metabdlicas disponibles. Sus caracteristicas de crecimiento en medio
liquido, sin provocar una turbidez visible en muchas especies, y en medio sélido con
colonias muy pequefias y muchas veces de dificil crecimiento, ocasionan que los
métodos tradicionalmente aplicados a otras bacterias para la determinaciéon de su
susceptibilidad a diversos agentes antimicrobianos no sean Utiles (Hannan, 2000). Asi, el
método mas frecuente para su determinacion es el método de dilucién en medio liquido,
aunque otras técnicas como la dilucion en medio sélido (Hannan y cols., 1989), el E-Test
(Waites y cols., 1997) y mas recientemente la citometria de flujo (Assuncéo y cols., 2006)

puedan ser aplicadas.
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En 1986 un grupo de trabajo adjunto del Programa Internacional de Investigacién
en Micoplasmologia Comparativa determiné que la dilucion en medio liquido es el
método mas Util y reproducible para la determinacion de CMls (Ter Laak y cols., 1993).
Debido a las caracteristicas particulares de cada micoplasma todavia no existen
métodos estandarizados para la determinacion de CMIs en medio liquido en

micoplasmas, utilizando cada autor el que le parezca mas conveniente (Hannan, 2000).

La técnica de dilucién en medio liquido esta basada en la presencia o ausencia de
crecimiento bacteriano en las diversas concentraciones probadas. Este crecimiento
puede ser observado de forma directa, por la turbidez del medio (Poumarat y Martel,
1989) o por el deposito de un sedimento bacteriano (Loria y cols., 2003) o indirecta, por
la incorporacion de un sustrato que la bacteria consiga metabolizar y que implique un
cambio en el pH del medio observable por medio de la incorporacion de un indicador de
pH al mismo (Hannan, 2000) o cuyo metabolismo implique cambios visibles en el medio
(Devriese y Haesebrouck, 1991).

Varios factores influyen en el resultado y reproducibilidad de las pruebas de
susceptibilidad: 1) factores inherentes al microorganismo como sus propiedades
estructurales y metabdlicas; 2) factores propios del agente antimicrobiano como la
solubilidad y estabilidad; 3) factores relacionados con la propia técnica como la cantidad

de indculo utilizada o el pH del medio (Hannan, 2000; Amsterdam, 2005).

Son varios los factores conocidos que interfieren en la determinacion de CMis en
medio liquido en micoplasmas. Si bien aunque en algunas especies de micoplasmas ya
se conoce el modo en que dichos factores influyen en las CMIs de diversos agentes
antimicrobianos, no existen estudios publicados referentes a Mycoplasma mycoides
subsp. mycoides LC (MmmLC).
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Asi, en este capitulo nos proponemos los siguientes obijetivos:

1. Determinar el efecto de la cantidad de in6culo en la determinacién de la
CMI

2. Determinar el efecto del pH en la determinacion de la CMI

3. Determinar el efecto de la presencia/ausencia de oxigeno en la

determinacion de la CMI

4. Determinar el efecto del periodo de incubacion en la determinacién de la
CMI

5. Determinar el efecto de la edad del in6culo en la determinacién de la CMI

[1.2.- Material y Métodos

[1.2.1.- Cepas utilizadas

Se utiliz6 la cepa de referencia de MmmLC, Y-Goat (NCTC 11706), obtenida de la
NCTC (Nacional Colection of Type Cultures).

11.2.2.- Antimicrobianos utilizados

Se utilizé el enrofloxacino, gentamicina, eritromicina, oxitetraciclina, cloranfenicol,
lincomicina y tilosina. Los antimicrobianos fueron adquiridos como polvo a excepcién de
la tilosina que venia diluida en una soluciéon de PBS. El enrofloxacino y la lincomicina
fueron obtenidos de Sigma (Sigma, St. Louis, EEUU) mientras los restantes se
obtuvieron junto de Serva (Serva, Heidelberg, Alemania). Las soluciones stock se

prepararon como se ha descrito en la literatura (Amsterdam, 2005) y se almacenaron a
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4°C como maximo una semana. Las soluciones stock de oxitetraciclina y cloranfenicol se

prepararon cada vez que se utilizaron.

11.2.3.- Determinacion de CMls

Las CMls fueron determinadas utilizando una adaptacién del método de Tanner y
Wu (1992) y teniendo en cuenta la cantidad de principio activo. Resumiendo, en una
placa de microdilucién se prepararon diluciones dobles de los agentes a probar en medio
PH suplementado con 1% de manosa y rojo fenol, para un volumen final de 100 pl por
pocillo. Posteriormente se afiadié a cada pocillo 100 pl de medio PH modificado en el
cual se habia diluido un cultivo fresco de la cepa a estudiar segun la cantidad de inéculo
deseada hasta la cantidad de 10°-10° unidades cambiadoras de color (UCC)/ml. Asi, se
obtuvo un volumen final de 200 pl. Se prepar6 aparte un pocillo con el control positivo
(medio inoculado y sin antibiético) y el control negativo (medio sin inocular y sin
antibiético), se sellé e incub6 a 37 °C. Se leyd la CMI en el dia que el control positivo
cambié de color por el metabolismo de la manosa, generalmente entra las 24-48h post

inoculacion.
[1.2.3.1.- Determinacién del efecto del in6culo

La determinacion de las CMIs fue determinada en placa de microdilucién como se
ha descrito anteriormente. Se utilizaron diluciones del cultivo original diluidas en base 10.

La lectura de las placas se realizé frecuentemente para que coincidiera con el momento

en el que el control positivo cambiara de color. Se repitié dos veces.
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[1.2.3.2.- Determinacion del efecto del pH

Se determiné la CMI de los antimicrobianos anteriormente mencionados a 3
valores de pH diferentes: 7.2, 7.6 y 8.0. Las CMIs fueron determinadas como se ha
descrito anteriormente utilizando una cantidad de inéculo final comprendida entre 1x10°

a 1x10° UCC/ml. Se repitié cuatro veces.

[1.2.3.3- Determinacién del efecto de la presencia/ ausencia de oxigeno

La determinacion de las CMIs de los antimicrobianos a probar fue realizada como
se ha descrito previamente y utilizando una cantidad de in6culo final comprendida entre
1x10% a 1x10° UCC/ml. La anaerobiosis fue obtenida afiadiendo 100 pl de parafina

estéril a cada uno de los pocillos. Se repitié cuatro veces.

[1.2.3.4- Determinacién del efecto del periodo de incubacion

Las CMIs de los agentes antimicrobianos a estudiar fueron determinadas segun
se ha descrito anteriormente y utilizando una cantidad de inéculo final comprendida entre
1x10% a 1x10° UCC/ml. Las CMIs se leyeron el dia que el control cambié de color, 7 y 14

dias después. Se repitié cuatro veces.

11.2.3.5.- Determinacion del efecto de la edad del in6culo

Las CMIs de los agentes antimicrobianos a estudiar fueron determinadas segun se
ha descrito anteriormente y utilizando una cantidad de inéculo final comprendida entre
1x10® a 1x10° UCC/ml. Se utilizaron cultivos en la fase exponencial (fase log de
crecimiento), recién descongelados y viejos (fase lag de crecimiento). Se repiti6 dos

veces.
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I1.3.- Resultados

11.3.1.- Efecto del in6culo

Se observaron cambios en la actividad de todos los agentes antimicrobianos
asociados a la variacion del inéculo, aunque algunos fueron mas afectados que otros
(Tabla 11.1., Gréficos I.1. y I.2., Figura Il.1.) Un incremento en el indculo fue

acompafiado de la pérdida de actividad de todos los antimicrobianos probados.

La CMI del enrofloxacino fue la que menos vari6 (dos veces), mientras se
observaron variaciones de cuatro veces en la CMI de la oxitetraciclina, de ocho veces en
la CMI de la cloranfenicol, tilosina y gentamicina y de 16 veces en la CMI de la
eritromicina. Las mayores variaciones se observaron en la CMI de la lincomicina (64

veces).

11.3.2.- Efecto del pH

Se pudieron apreciar cambios en la actividad de los diversos antimicrobianos

seguln el pH del medio (Tabla 11.2., Grafico I1.3.).

Las CMIs medias del enrofloxacino, tilosina, eritromicina, tilosina y lincomicina
disminuyeron al aumentar el pH del medio de 7,2 a 8,0. Esta disminucion fue mas
evidente en la eritromicina y lincomicina (cuatro y ocho veces respectivamente). Se
observé el aumento de dos veces en la CMI de la oxitetraciclina asociado al aumento del
pH del medio. Las CMIs del cloranfenicol y gentamicina no variaron para el rango de pH

estudiado.
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[1.3.3.- Efecto de la presencia/ausencia de oxigeno

No se observaron cambios en la actividad del cloranfenicol y de la lincomicina

cuando se probaron en presencia o ausencia de oxigeno (Tabla 11.3., Grafico 11.4.).

Los valores medios de CMI del enrofloxacino y oxitetraciclina disminuyeron dos
veces cuando fueron determinados en condiciones de anaerobiosis. Las CMIs de la
gentamicina, eritromicina y tilosina aumentaron dos veces cuando se probaron bajo
condiciones de anaerobiosis. No se observaron variaciones en las CMlIs del cloranfenicol

y lincomicina.

Se observé también una ligera disminucién del pH del medio inespecifica sujeta a

condiciones de anaerobiosis.

[1.3.4.- Efecto del periodo de incubacion

Se observé un aumento en la CMI de todos los antimicrobianos cuando se

aumento el periodo de incubacion (Tabla 11.4., Graficos 11.5. y I1.6.).

Los mayores aumentos se observaron en las CMIs de la eritromicina y de la
oxitetraciclina que aumentaron 16 veces; la CMI del cloranfenicol, tilosina y lincomicina
aumentd ocho veces. Las CMIs menos afectadas fueron las del enrofloxacino y

gentamicina, que aumentaron cuatro veces.

11.3.5.- Efecto de la edad del in6culo

No se observaron cambios en la CMI de ningin de los antimicrobianos probados

asociados a la edad del inoculo (Tabla 11.5., Grafico I1.7.). El tiempo necesario para el

cambio de color del control positivo fue menor cuando se utilizaron cultivos en la fase
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logaritmica de crecimiento (1-2 dias) y mayores cuando se emplearon cultivos viejos (2-3

dias).

11.4.- Discusioén

En varios trabajos se describe la influencia del in6culo en la determinacion de
CMis de diversos antimicrobianos en otras especies de micoplasma entre dos y 500
veces para inéculos comprendidos entre 1x10°-1x10° UCC/ml (Braun y cols., 1970;
Whithear y cols., 1983), lo que concuerda con los resultados que hemos obtenido para
MmmLC. Aunque un dato comun entre todos los trabajos realizados es la disminucion de
la susceptibilidad asociada al incremento del in6culo, esta variacion depende de la
especie estudiada. Nuestros resultados apuntan a que la lincomicina sea el agente mas
afectado por cambios en el indculo mientras el enrofloxacino es el menos afectado. En
trabajos previamente realizados con Mycoplasma hominis y Mycoplasma synoviae, la
tetraciclina fue el agente que presentd menor variaciéon (Bygdeman y Mardh, 1983;
Whithear y cols., 1983). Otro dato interesante en un trabajo realizado con Mycoplasma
synoviae (Whithear y cols., 1983) fue la variacién proporcional de la CMI de la tilosina e
eritromicina, algo que también se ha observado con respecto a MmmLC. Uno de los
motivos para esta aparente pérdida de actividad por parte de los antimicrobianos puede
estar relacionado con una baja concentracion intracelular del mismo en presencia de un
elevado nimero de células (Whithear y cols., 1983). Otro motivo puede depender de la
distribucién normal de los micoplasmas en una poblacién; al aumentar el indculo
aumenta el nimero de células de los extremos, las mas sensibles y las mas resistentes,
estas ultimas pueden aumentar el valor de la CMI (Amsterdam, 2005). En micoplasmas
se ha determinado que la cantidad de inéculo idénea para la determinacion de CMls
debe estar comprendida entre 10°-10° UCC/mI puesto que en este rango se espera que
no haya variaciones de la CMI superiores a una dilucion doble (Whithear y cols., 1983;
Hannan, 2000). Estos datos coinciden con los obtenidos en este trabajo, confirmando
que el inéculo ideal para la determinacién de CMIs en Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides LC es de 10%-10° UCC/m.
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Se sabe que la actividad de los antimicrobianos esta influida por el pH inicial del
medio, existiendo trabajos realizados sobre diversas especies de micoplasmas que lo
describen. Hemos observado un incremento en la actividad de la eritromicina, tilosina,
lincomicina y enrofloxacina asociado a un incremento del pH del medio, mientras la
oxitetraciclina era mas activa a valores de pH mas acidos. Resultados semejantes han
sido obtenidos en trabajos previos realizados con Mycoplasma hominis, Mycoplasma
pneumoniae y Mycoplasma synoviae (Bygdeman y Mardh, 1983; Whithear y cols., 1983;
Kenny y cols., 1989; Kenny y Cartwright, 1991b; Kenny y Cartwright, 1994; Kenny y
Cartwright, 2001). La CMI del cloranfenicol y de la gentamicina no fue afectada por los
valores de pH dentro del rango estudiado (7,2-8,0); en trabajos anteriores con
Mycoplasma hominis se ha descrito mayor eficacia de la gentamicina y cloranfenicol a
valores de pH més basicos y acidos respectivamente (Braun y cols., 1970), aunque tal
efecto haya sido descrito para un rango de pH diferente del empleado en este trabajo
(6,0-7,4). Las variaciones en la CMI segun el pH del medio no son iguales dentro del
mismo grupo de antimicrobianos: aunque en general las quinolonas sean mas activas a
valores de pH mas basicos, el esparfloxacino y trovafloxacino parecen no ser afectados
por cambios en el pH para el rango de 6,2-7,2 mientras la quinolona WIN 57273 es mas
potente a un pH de 6,2 (Kenny y Cartwright, 1991b; Kenny y Cartwright, 1996). Otros
grupos de antimicrobianos afectados por el pH del medio pueden ser las glicilciclinas,
derivados de las tetraciclinas que al revés de estas son mas activas a valores de pH mas
basicos (Kenny y Cartwright, 1994) o los cetdlidos, mas activos a valores de pH mas
basicos (Kenny y Cartwright, 2001), mientras las estreptograminas no varian su actividad
(Kenny y Cartwright, 2001). El efecto del pH puede ser debido a interferencias en la
actividad éptima de la droga o por influencia en el crecimiento de los microorganismos
(Bygdeman y Mardh, 1983). Por ejemplo, se piensa que la menor actividad de la
eritromicina a valores de pH mas acidos que su pH 6ptimo de actividad pueda estar
relacionada con un aumento del grado de ionizacién y disminucion de la cantidad de
eritromicina no ionizada, que es la forma activa (Waites y cols., 1991). Aunque se
recomiende que la determinacién de la actividad de un agente se realice a su pH 6ptimo

de actuacion, muchas veces esto no es posible dada la imposibilidad de crecimiento a
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esos valores. Asi, esa determinacidn se realiza a valores 6ptimos de crecimiento

bacteriano (Hannan, 2000).

Otro factor conocido como interferente en la determinacion de CMIs de
micoplasmas y otras bacterias es la presencia o ausencia de oxigeno. Trabajos
anteriores han determinado la disminucién de la susceptibilidad a las quinolonas cuando
se incuba en condiciones de anaerobiosis (Waites y cols., 1999). Antimicrobianos como
los aminoglucésidos son afectados por las condiciones de anaerobiosis; su entrada en la
célula se hace por medio de mecanismos de transporte especificos que requieren una
fosforilacién oxidativa (Verklin y Mandell, 1977; Kdnig y cols., 1993). Estos resultados
coinciden con los obtenidos, aunque las variaciones de las CMIs no fueron superiores a
dos veces. Esto puede ser explicado por la capacidad que los micoplasmas tienen de
optar por ser anaerobios facultativos; estudios realizados en Staphylococcus aureus, otro
anaerobio facultativo, revelaron que los mecanismos de entrada de los aminoglucésidos
en la célula no eran demasiado afectados por condiciones de anaerobiosis (Suller y
Lloyd, 2002). También se ha observado la pérdida de actividad de los macrélidos cuando
se valora en condiciones de anaerobiosis y un incremento en la actividad del
enrofloxacino y oxitetraciclina; resultados semejantes han sido obtenidos en otros
microorganismos (Fuchs y cols., 2001). En condiciones de anaerobiosis se produce una
disminucién del pH del medio inespecifica (Waites y cols., 1999); hemos observado esta
acidificacion en el transcurso de nuestro trabajo, aunque el cambio de color no fuera

suficiente para inducir en error en el momento de realizar la lectura de los resultados.

El periodo de incubacion es otro factor a tener en cuenta cuando se determinan
susceptibilidades a antimicrobianos. El efecto del periodo de incubacién esta
ampliamente descrito en la literatura (Braun y cols., 1970; Bygdeman y Mardh, 1983;
Whithear y cols., 1983). Nuestros resultados coinciden con los descritos puesto que la
CMI de los antimicrobianos probados sufre variaciones cuando en lugar de realizar la
lectura el dia que el control positivo cambia de color, esta se realiza siete o catorce dias
después. Trabajos realizados anteriormente con Mycoplasma pneumoniae han

determinado que las variaciones en la CMI de las quinolonas motivadas por aumentos en
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el periodo de incubacion son menores que las observadas en otros antimicrobianos
(Kenny y Cartwright, 1991a). Estas descripciones son coincidentes con nuestros
resultados, demostrando que el enrofloxacino y la gentamicina son los menos afectados
por un incremento en el periodo de incubacion, mientras la oxitetraciclina y eritromicina
son los méas afectados. Estos resultados parecen estar relacionados con la incapacidad
de matar a las células microbianas; mientras las quinolonas y los aminoglucésidos son
agentes bactericidas, los demas antimicrobianos probados son esencialmente
bacteriostaticos. El crecimiento de subpoblaciones de mutantes, cuya presencia no es
observable en una primera lectura debido a su diminuto nimero puede ser responsable
de incrementos en la CMI observada. Otros factores pueden ser la degradacion de
componentes del medio, con cambios de pH inespecificos o la pérdida de actividad del
agente antimicrobiano en cuestiéon debido a incubacion a altas temperaturas (Whithear y
cols., 1983; Loria y cols., 2003).

La edad del in6culo no interfirié con la determinacién de la CMI de ninguno de los
agentes estudiados, aunque el tiempo necesario para leer su valor fue menor cuando se
utilizé un cultivo en su fase exponencial de crecimiento y mayor cuando se utilizé un
cultivo con 48 horas 0 mas. Previamente se ha descrito en Mycoplasma gallisepticum,
Mycoplasma bovis y Mycoplasma hyopneumoniae que la fase de crecimiento del indculo
no es muy importante (Whithear y cols., 1983; Hannan, 2000).

Asi, podemos concluir que el indculo utilizado, el pH del medio, la presencia o
ausencia de oxigeno ademas del periodo de incubacion estan relacionados con cambios
en los valores de la CMI de los agentes estudiados. Por otro lado, la fase de crecimiento
del in6culo utilizado parece no afectar los valores de la CMI. El in6culo se asume asi
como el punto critico para la obtencién de resultados fiables y reproducibles, puesto que

es la mas susceptible de sufrir variaciones con mayores repercusiones en la CMI.
Las condiciones en las que normalmente se determinan las susceptibilidades a los

antimicrobianos, pH y tension de oxigeno, suelen reflejar mas bien las de un estado

fisiolégico normal que patoldgico. Estas condiciones pueden verse alteradas durante un
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proceso patoldgico. También la cantidad de inéculo que se estudia in vitro suele ser
inferior a la cantidad real hallada in vivo. Esto puede ser la explicacion para muchos
fracasos terapéuticos, en que una cepa sensible en condiciones laboratoriales no es
afectada por un tratamiento con antimicrobianos, puesto que factores como el pH y la
tensién de oxigeno cambian entre los diversos sistemas organicos y segun el tipo de
infeccién. Asi, los valores de susceptibilidad obtenidos in vitro no tienen necesariamente
porque aplicarse a la situacion real, pero pueden servir de referencia aplicandose a cada

situacion.
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Anexo de tablas, gréficos y figuras

UCC/ml  Enr Oxt Cf Er Til Gm Lin
10° 0,125 0,5 4 0,125 0,06 64 4
10’ 0,06 0,250 2 0,06 0,03 32 1

10° 0,125 0,250 2 0,03 0,015 32 0,5

1
1
1

10° 0,06 0,250 0,015 0,015 16 0,250
10* 0,06 0,250 0,08 0,08 16 0,125
10° 0,06 0,250 0,08 0,08 16 0,125
10° 0,06 0250 05 0,08 0,08 16 0,06
10" 0,06 0,125 0,5 0,08 0,08 8 0,06

Tabla I.1.- Efecto del in6culo en la CMI (ug/ml) de varios antimicrobianos. Enr-
enrofloxacino, Oxt- oxitetraciclina, Cf- cloranfenicol, Er- eritromicina, TilL- tilosina, Gm-

gentamicina, Lin- lincomicina.

Efecto del inéculo N Enr

128- 0 Oxt
64+ T I Cf

?g TLLIAM CJIGm

8- 4

4‘

2-

1-

0.5+
0.25+
0.125+
0.0625+
0.031254 ey

L] L
N e DD B MM D 0 D N BB 0N D N BB DA D

CMI pg/ml

Gréafico 11.1.- Efecto del in6culo en la CMI. Enr- Enrofloxacino, Oxt- cxitetraciclina, Cf-

cloranfenicol, Gm- gentamicina.
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Efecto del in6culo Er

8- . Til

4 = Lin

2=

1=

0.54

0.25+

0.125+

0.0625+

0.03125+

0.015625+
7.8%x10°034 —
3.9x1003 4y

FELLELEHE FELLLEES SLELLELLES

CMI pg/ml

Figura 1l.1- Ejemplo del efecto del
in6culo en la determinacion de la CMI.
Cada columna corresponde a una
dilucién doble de cloranfenicol y cada
linea a una dilucion en base 10,

decreciendo desde arriba hacia abajo.
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Valor de pH

7,2 7,6 8,0
Enr 0,06 0,125 0,125
Oxt 0,125 0,250 0,250
Cf 2 2 2
Er 0,06 0,03 0,015
Til 0,015 0,015 0,015
Gm 32 32 32

Lin 2 0,5 0,5

Tabla 11.2.- efecto del pH en la CMI (ug/ml). Enr- enrofloxacino, Oxt- oxitetraciclina, Cf-

cloranfenicol, Er- eritromicina, Til- tilosina, Gm- gentamicina, Lin- lincomicina.

Efecto del pH en la CMI N Enr
64+ E Oxt
32+ Fog g I Cf
= CIGm

E 4= T Lin

E e E=3Er

= 0,54 T
O 0.25-
0.125+

0.06254 u [I|
0.03125+
0.015625- L m T '.ﬁ

ATA%e® ATA®e® AVAP® ATA%® AT %R AT PR ATA®e®

Gréfico I1.3.- Efecto del pH en la CMI. Enr- enrofloxacino, Oxt- oxitetraciclina, Cf-

cloranfenicol, Er- eritromicina, Til- tilosina, Gm- gentamicina, Lin- lincomicina.
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pH 7,2

pH 7,6

pH 8,0

Figura I1.2.- Ejemplo de la variacion de la CMI de la eritromicina a diferentes valores de
pH.
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Aerobiosis Anaerobiosis

Enr 0,125 0,06
Oxt 0,250 0,125
Cf 1 1
Er 0,03 0,06
Til 0,015 0,03
Gm 16 32
Lin 0,5 0,5

Tabla I1.3.- Efecto de la presencia/ ausencia de oxigeno en la CMI (ug/ml). Enr-
enrofloxacino, Oxt- oxitetraciclina, Cf- cloranfenicol, Er- eritromicina, Til- tilosina, Gm-

gentamicina, Lin- lincomicina.

Efecto de la aerobiosis/anaerobiosis I Enr

B4 I Ot

32- T @ I Cf
L CIGm

€ 4 I Til
"g f: — E’r
% A Lin

0.5-
0.254

0.125

0.0625-
0.03125- ﬂ ﬁﬁ
0.015625- L

e 4 A& b Sb e 4 oAb "l«“l: e L4
OOO 000 000 OOO OO OO OO

Grafico 11.4.- Efecto de la aerobiosis/ anaerobiosis en la CMI. Enr- enrofloxacino, Oxt-

oxitetraciclina, Cf- cloranfenicol, Er- eritromicina, Til- tilosina, Gm- gentamicina, Lin-

lincomicina.
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Periodo de incubacién
do d7 di4
Enr 0,06 0,125 0,250
Oxt 0,250 1 4
Cf 1 8 8
Er 0,03 0,250 0,5
Til 0,015 0,06 0,125
Gm 16 64 64
Lin 0,5 1 4

Tabla II.4.- Efecto del periodo de incubacion en la CMI (ug/ml). Enr- enrofloxacino, Oxt-
oxitetraciclina, Cf- cloranfenicol, Er- eritromicina, Til- tilosina, Gm- gentamicina, Lin-

lincomicina. DO- dia en el que el control positivo cambi6 de color, d7- dia 7, d14- dia 14.

Efecto del periodo de incubacion B Enr
(o [ Oxt
o I Cf
- - 1Gm
E
Es)
=
s
(5]
L] L) L)
&'b\ 6\';\ &0,\»

Gréafico I.5.- Efecto del periodo de incubacion en la CMI. Enr- enrofloxacino, Oxt-

oxitetraciclina, Cf- cloranfenicol, Gm- gentamicina.
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8-

4

P

14

0.5+

0.254
0.125+
0.0625+
0.03125+
0.015625+
7.8x100%4

CMI pg/mi

Efecto del periodo de incubacion CEr
. Til

EdLin

3.9x10°03

Grafico I1.6.- Efecto del periodo de incubacion en la CMI. Er- eritromicina, Til- tilosina,

Lin- Lincomicina.
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Enr
Oxt
Cf
Er
Til
Gm
Lin

Tipo de cultivo

Fase Recién Fase
exponencial (log) descongelado estacionaria (lag)
0,06 0,06 0,06
0,250 0,250 0,250
1 1 1
0,03 0,03 0,03
0,03 0,03 0,03
16 16 16
0,5 0,5 0,5

Tabla 11.5.- Efecto de la edad del in6culo en la CMI  (ug/ml). Enr- enrofloxacino, Oxt-

oxitetraciclina, Cf- cloranfenicol,

lincomicina.

CMI pg/ml

0.
0.03125+
0.015625-

Grafico 11.7.-

oxitetraciclina, Cf- cloranfenicol,

lincomicina.
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Anexo del material

Medio PH
(Kirchhoff y Rosengarten, 1984)

Este medio consiste en 3 fases, que se mezclan asépticamente:
Fase A (para 1 litro)
0 Bacto PPLO broth 16,80 g

o Agua bidestilada 700 ml

0 Ajustar pH a 7,4 y autoclavar a 121 °C 20 minutos para esterilizar

Fase B (para 1 litro)
o Extracto fresco de levadura (25% p/v) 18 ml
0 Solucion de Penicilina G (100.000 Ul/ml) 6 mi
0 Solucion de ADN (0.4% p/v) 4,40 ml
0 Agua bidestilada 91 ml

o Ajustar pH a 7,4 y esterilizar por filtracién en 0,22 um

Fase C (para 1 litro)

0 Suero de caballo estéril inactivado 178 ml
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Medio PH modificado (1% manosa)

Se prepara 978 ml de medio PH normal y se afiade (para 1 litro):

e Solucién de manosa 10% p/v 20 ml

e Solucién de rojo fenol 0,5% p/v 2ml

Ajustar el pH a 7,6 y filtrar por filtro de 0,22 um.
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lll.- Estudio de la susceptibilidad a los antimicrobianos de las cepas de campo de

Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC (MmmLC)

l11.1.- Introduccién

Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC es uno de los agentes etioldgicos
implicados en el sindrome de la agalaxia contagiosa y la especie mas aislada en
Canarias, lo que justifica su importancia (Bergonier y cols., 1997; Assuncgédo y cols.,
2004). El control de la agalaxia contagiosa se puede conseguir por medio de vacunacion
0 por medio de tratamientos con antimicrobianos, sin embargo actualmente no se
elaboran vacunas comerciales frente a Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC, por
lo que las vacunas actuales elaboradas frente a Mycoplasma agalactiae no tienen
ninguna accion frente a este microorganismo, lo que origina que la antibioterapia sea

muchas veces la solucién mas utilizada (Bergonier y cols., 1997).

A diferencia de lo que ocurre con otras especies animales, en las que a veces se
consigue el control y la eliminacién de micoplasmas (Evans y cols., 2002; Fiorentin y
cols., 2003), la incorporacion de antimicrobianos en el pienso como medida profilactica/
terapéutica no es posible debido al tipico sistema digestivo de los rumiantes. Asi, las vias
de eleccion para la administracion de antimicrobianos seran la via parenteral
(intramuscular) e intramamaria, aunque por cuestiones practicas y economicas la
intramamaria se utilice preferentemente cuando hay pocos individuos afectados. Esto
implica que los antimicrobianos a utilizar tengan una buena distribucion y actuacion en
los tejidos afectados, una larga vida media, alcancen una concentracién Optima en el

menor periodo posible y no sean inactivados por secreciones organicas.

La existencia de cuatro posibles agentes etiolégicos en la agalaxia contagiosa y la
posibilidad de la coexistencia de mas uno de ellos en un mismo animal/grupo, es otro
factor a tener en cuenta cuando se elige el tratamiento, puesto que algunos presentan
patrones de sensibilidad distintos, como la resistencia intrinseca de Mycoplasma

agalactiae a la eritromicina (Furneri y cols., 2001). Esto implica que el tratamiento que es
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eficaz en un caso de agalaxia contagiosa para una especie no tiene necesariamente que

serlo en otra.

Existen algunos estudios que describen las susceptibilidades de los agentes
involucrados en la agalaxia contagiosa, los cuales demuestran la eficacia de diversos
antimicrobianos en su tratamiento, aunque también se ha descrito la existencia de cepas
resistentes a algunos de ellos (Benkirane y Amghar, 1990; Loria y cols., 2003;
Kidanemariam y cols., 2005; Al-Momani y cols., 2006; Antunes y cols., 2007a; Antunes y
cols., 2007b).

Asi, con vista a conocer la eficacia de determinados antimicrobianos sobre cepas
espafiolas de MmmLC, y seleccionar cepas para los estudios posteriores a desarrollar en

esta tesis, nos proponemos los siguientes objetivos:

1. Estudio de las sensibilidades a diversos antimicrobianos de 17 cepas de

campo de MmmLC

2. Eleccién de cepas de MmmLC para la seleccién de mutantes in vitro

3. Eleccion de cepas naturalmente resistentes a fluoroquinolonas para el estudio
posterior de los mecanismos de resistencia y comparacion con mutantes

obtenidos in vitro

[11.2.- Material y métodos

[11.2.1.- Cepas utilizadas

Se utilizaron 17 cepas de campo de MmmLC aisladas de casos clinicos en Espafia
y una cedida por la COST ACTION 826, ademas de la cepa de referencia Y-Goat (NCTC
11706), obtenida de la NCTC. Las caracteristicas propias de cada cepa se encuentran

reflejadas en la tabla 111.1. (Anexos).
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La identificacién fue realizada por medio de pruebas bioquimicas (Poveda, 1998) y
por una PCR especifica (Hotzel y cols., 1996) y sometidas al menor nimero posible de

pases.

[11.2.2.- Antimicrobianos empleados

En los estudios de susceptibilidad se emplearon 15 antimicrobianos pertenecientes
a diversas familias. El acido nalidixico, cloranfenicol, eritromicina, tilosina, gentamicina,
estreptomicina, oxitetraciclina y clortetraciclina fueran obtenidos de Serva (Serva,
Heidelberg, Alemania), mientras el norfloxacino, ciprofloxacino, enrofloxacino,
eritromicina, espectinomicina, lincomicina, doxiciclina y espiramicina lo fueron de Sigma
(Sigma, St. Louis, EEUU).

Todos los antimicrobianos fueron obtenidos en polvo, a excepcion de la tilosina
que se presentaba en una solucion de PBS. Las soluciones madre se prepararon como
se ha descrito en el capitulo anterior y se almacenaron a 4°C como maximo una semana.
Las soluciones madre de tetraciclinas y cloranfenicol se prepararon frescas cada vez que

se utilizaron.

Este panel de antimicrobianos cubre diversas familias distintas, englobando
algunos agentes cuya utilizaciéon en veterinaria no se utilizan o estan prohibidos (como
el acido nalidixico y el cloranfenicol) y otros de poca utilizacién para el tratamiento de la
agalaxia contagiosa, como los aminoglucosidos. El objetivo de este panel es permitir la
realizacion de una lectura interpretada del antibiograma; la caracterizacién fenotipica de
una resistencia nos permitird suponer qué mecanismos de resistencia podrian estar
presentes sin necesidad de estudios moleculares, aunque para una identificacion de los

mismos se realizaran otras técnicas (Courvalin, 1996; Moreno, 2002).
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111.2.3.- Determinacién de las CMIs

Las CMIs fueron determinadas en placas de microdilucion de 96 pocillos de fondo
plano (SARSTEDT) como se describioé en el capitulo anterior. Las pruebas se realizaron
en duplicado y en dias separados con diferentes soluciones madre. El rango utilizado
para las fluoroquinolonas, macrélidos y tetraciclinas fue de 0,015-2 pg/ml, para el
cloranfenicol y lincomicina de 0,03-4 pg/ml, para los aminoglucésidos de 1-128 pg/ml y

para el acido nalidixico de 4-512 ug/ml.

I11.3.- Resultados

Los resultados relativos a la CMlso, CMlgo y rango de CMIs en las cepas de campo
y de referencia se encuentran en la tabla Ill.2. (Anexos). La figura Ill.1. (Anexos) muestra

una placa de microdilucion en el dia de la lectura.

Los macrdélidos tilosina y eritromicina demostraron ser los mas eficaces in vitro, con
CMlsy de 0,03 pg/ml y rangos de 0,015-0,125 y 0,03-0,06 upg/ml respectivamente.
Ligeramente menos eficaces doxiciclina y ciprofloxacino, ambos con una CMils, de 0,06

pg/mly rangos de 0,03-0,06 y 0,06-0,125 pug/ml respectivamente.
Por orden decreciente de potencia enrofloxacino, oxitetraciclina, espiramicina,
lincomicina, norfloxacino, clortetraciclina y cloranfenicol también presentaron una buena

eficacia frente a MmmLC, con los valores de CMlsg iguales o inferiores a 2 pg/mil.

La espectinomicina, estreptomicina, gentamicina y acido nalidixico demostraron

ser los menos eficaces, con valores de CMIsy bastante elevados.
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[11.4.- Discusién

Una de las caracteristicas mas notorias de los micoplasmas es la ausencia de
pared celular, y una de las implicaciones de esta particularidad estructural es la
ineficacia de agentes antimicrobianos cuya diana sea la pared celular, como los
glucopéptidos, beta-lactdmicos y penicilinas (Bébéar, 1996; Bébéar y Pereyre, 2005). Su
ARN polimerasa es también resistente a la inhibicion por parte de la rifampina (Razin y
cols., 1998). Asi, antimicrobianos como las quinolonas, que interfieren con la replicacién
del ADN o las tetraciclinas, macrdélidos, lincosamidas, aminoglucésidos o anfenicoles,
que interfieren con la sintesis proteica, son los que han sido utilizados con mayor eficacia

sobre diversas especies de micoplasma de interés veterinario (Hannan, 2000).

Este estudio valora la eficacia de estos antimicrobianos sobre Mycoplasma
mycoides subsp. mycoides LC, y concuerda con los resultados obtenidos anteriormente
por otros autores (Kidanemariam y cols., 2005; Al-Momani y cols., 2006), los cuales han
demostrado la eficacia in vitro de antimicrobianos como el cloranfenicol, enrofloxacino,

oxitetraciclina, espiramicina, tilosina y eritromicina sobre MmmLC.

La eritromicina y tilosina demostraron poseer el efecto inhibitorio in vitro mas
potente entre todos los antimicrobianos probados. La doxiciclina, ciprofloxacino,
enrofloxacino, oxitetraciclina, espiramicina, lincomicina, norfloxacino, clortetraciclina y
cloranfenicol también demostraron poseer un buen efecto inhibitorio sobre el crecimiento

de las células bacterianas.

Se observaron diferencias en las CMlsyy de diversos antimicrobianos en relacién a
las descripciones realizadas anteriormente en MmmLC por otros autores (Kidanemariam
y cols., 2005; Al-Momani y cols., 2006). Hemos observado valores inferiores en relacion
a los descritos para la espiramicina, cloranfenicol, eritromicina y tilosina. Los valores que
hemos obtenido en relacidon a la oxitetraciclina y enrofloxacino son inferiores a los

comunicados en el primer trabajo, pero iguales a los del segundo.
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La oxitetraciclina demostr6 una CMlg, superior a la previamente descrita en
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides small colony (MmmSC), mientras la eritromicina
y el cloranfenicol poseian la misma actividad en ambos biotipos coincidiendo con la
descripcion previa en el trabajo de Ayling y cols., 2005. Sin embargo, el rango en
MmmLC era mas estrecho, indicando menos variabilidad en los valores de la CMI con

respecto a MmmSC.

Por otro lado, el acido nalidixico, gentamicina, estreptomicina y espectinomicina
presentaron las CMlg, mas elevadas (512, 64, 64 y 16 pug/ml respectivamente),
coincidiendo con descripciones anteriores en otras especies (Lee y cols., 1987; Bébéar y
cols., 1997; Ayling y cols, 2005).

MmmLC y MmmSC pertenecen al grupo spiroplasma, que incluye otras especies
como Mycoplasma putrefaciens también conocidas por tener una baja susceptibilidad a
los aminoglucdsidos (Antunes y cols., 2007b). Puesto que otras especies de
micoplasmas son susceptibles a los aminoglucésidos (Hannan, 2000; Vicca y cols.,
2004) se puede sugerir la presencia de una resistencia intrinseca a los mismos, aunque

habria que realizar otros estudios complementarios para confirmar esta hipétesis.

El antibiograma de todas las cepas resultdé bastante semejante, demostrando la
inexistencia de resistencias adquiridas a cualquier de los antimicrobianos probados. El
estrecho rango de las CMIs obtenidas y la semejanza con las CMIs sobre la cepa de
referencia son datos que confirman la inexistencia de resistencias adquiridas. Seria de
prever la existencia de cepas resistentes a alguno de los agentes, aunque en baja
prevalencia, puesto que es comun encontrar cepas de otras especies de micoplasmas
resistentes en otros trabajos (Benkirane y Amghar, 1990; Ter Laak y cols., 1991; Ter
Laak y cols., 1993; Hannan y cols., 1997; Vicca y cols., 2004; Antunes y cols., 2007a;
Antunes y cols., 2007b). Esto se puede explicar debido a dos motivos aparentes: las
producciones de cerdos, aves 0 vacuno suelen ser en régimen intensivo en los que la
gran utilizacion de antimicrobianos implica una gran presion selectiva sobre las

poblaciones bacterianas, seleccionando con mayor facilidad cepas resistentes, mientras
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la produccién de pequefios rumiantes en Espafia es mas bien en un sistema extensivo o
semi-intensivo; el otro factor es que durante muchos afios fue frecuente la incorporacion
de antimicrobianos como promotores de crecimiento en cerdos y aves, mientras en

rumiantes esto no es posible por su sistema digestivo.

Actualmente las fluoroquinolonas, tetraciclinas y macrélidos son los
antimicrobianos mas comunes en el tratamiento de los casos de agalaxia contagiosa.
Los resultados obtenidos en este estudio permiten concluir que su utilizaciéon en
infecciones por MmmLC es factible de tener efectos positivos en el tratamiento de las
mismas. Estos resultados pueden servir de referencia para futuros tratamientos, aunque
el clinico tenga que tener en consideracion que las susceptibilidades obtenidas in vitro no
tienen porque ser las mismas en situaciones reales, puesto que existen factores que
pueden influir en el efecto de los mismos. Aunque no se haya probado un gran niumero
de cepas y puesto que ninguna de las cepas estudiadas presentaba un antibiograma que
pudiera sugerir la presencia de cualquier resistencia adquirida, podemos suponer que la

prevalencia de cepas salvajes de MmmLC resistentes no sera alta en Espafia.
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Anexo de tablas y figuras

. . Afo de
Cepa Origen Tejido afectado ) .
aislamiento
) Exudado peritoneal de
Y-Goat Australia 1956
cabra
SN3 (51) San Nicolasde T Leche 2001
2/93 Ciudad Real Pulmén 1993
153 /93 Las Palmas de GC Pulmén 1993
207/93 Tejeda Pulmén 1993
6B Gran Canaria Pulmén 1993
EPMY-6-01 Ingenio Leche 2000
GA1 (57) Galdar Leche 2001
N5 (58) Gran Canaria Leche 2002
EPMY -2-02 Gran Canaria Leche 2002
AG1 Aglimes Leche 2001
TE2 (61) Telde Leche 2002
IN1 Ingenio Leche 2001
IN3 Ingenio Leche 2001
EPMY-2-00 Tenerife Leche 2000
(65)

Tabla lll.1.- Origen de las cepas utilizadas.
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Antimicrobiano Cepas de campo (n=17) Y-Goat
CMlsq CMlgg Rango CMI
(Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml)
Nal 256 512 128-512 256
Nor 0,5 1 0,5-1 0,5
Cip 0,06 0,125 0,06-0,125 0,06
Enr 0,125 0,125 0,06-0,125 0,06
Cf 1 2 1-2 1
Clt 1 1 0,5-1 1
Oxt 0,250 0,250 0,125-0,250 0,250
Dox 0,06 0,06 0,03-0,06 0,06
Er 0,03 0,06 0,015-0,125 0,06
Til 0,03 0,06 0,03-0,06 0,03
Spi 0,125 0,250 0,125-0,250 0,125
Gm 32 64 16-64 32
Str 16 64 8-64 16
Spt 16 16 8-16 8
Lin 0,250 0,5 0,125-0,5 0,5

Tabla 111.2.- CMIse, CMlg, y rango de CMIs. Nal- acido nalidixico, Nor- norfloxacino, Cip-
ciprofloxacino, Enr- enrofloxacino, Cf- cloranfenicol, Clt- clortetraciclina, Oxt-
oxitetraciclina, Dox- doxiciclina, Er- eritromicina, Til- tilosina, Spi- espiramicina, Spi-
espiramicina, Gm- gentamicina, Str- estreptomicina, Spt- espectinomicina, Lin-

lincomicina..
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Figura Ill.1.- Ejemplo de un antibiograma. Cada linea corresponde a un antimicrobiano
diferente y cada columna a una dilucién doble del antimicrobiano, disminuyendo de la
izquierda a la derecha. En amarillo los pocillos donde hay crecimiento y en rojo aquellos

en los que el crecimiento fue inhibido.
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IV.- Obtencion de mutantes y estudio de los mecanismos de resistencia a las

quinolonas

IV.1.- Introduccion

Las quinolonas son moléculas de origen sintético muy potentes sobre los
micoplasmas. Aunque naturalmente sensibles a las fluoroquinolonas, los micoplasmas
son capaces de desarrollar mecanismos que les permiten la supervivencia cuando
entran en contacto con ellas. Las mutaciones en las topoisomerasas bacterianas y el
aumento de la expresion de sistemas de expulsiéon son los mecanismos conocidos en
micoplasmas, aunque en otras especies bacterianas las alteraciones en la permeabilidad
de la membrana y la resistencia mediada por plasmidos también han sido descritos
(Raherison y cols., 2002; Bébéar y Pereyre, 2005; Van Bambeke y cols, 2005).

El estudio de estos mecanismos puede ser realizado sobre aislados clinicos que
presenten un fenotipo de resistencia o sobre mutantes obtenidos in vitro. La obtencién de
mutantes in vitro presenta algunas ventajas, puesto que no siempre es facil el
aislamiento de cepas resistentes a partir de muestras clinicas. Asimismo el estudio de
mutantes obtenidos in vitro nos permite inferir datos sobre los mecanismos de resistencia
al poder compararlos con sus cepas de origen. Aln asi, siempre resulta interesante la
comparacion de los mecanismos de resistencia en cepas clinicas y obtenidas in vitro,
puesto que en estudios realizados en otras bacterias hay diferencias a nivel de las
mutaciones entre los dos (Ruiz, 2003). Otro factor que resulta muy interesante en la
seleccion de mutantes in vitro, es la posibilidad de determinar la importancia de cada
mutacion en el incremento de la resistencia, puesto que cada aminoacido suele tener un

efecto particular (Ruiz, 2003).

Como se ha referido anteriormente uno de los mecanismos de resistencia a las
quinolonas son los sistemas de expulsiéon activa, que se hallan descritos en bacterias
gramnegativas, grampositivas, micobacterias y micoplasmas (Poole, 2000a; Poole,
2000b; Raherison y cols., 2002).
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Estos sistemas se componen por una o mas proteinas, que de una forma
dependiente de energia excretan una amplia variedad de sustancias hacia el exterior de
la célula sin alterarlos o degradarlos (Kumar y Schweizer, 2005). Dependiendo de su
estructura, pueden poseer afinidad solamente por un tipo de molécula o ser capaces de
excretar sustancias tan diferentes como diversas clases de antimicrobianos,
desinfectantes y metales, también denominados sistemas de expulsion multi-drogas
(Levy, 2002; Poole, 2005). Aunque los (ltimos sean poli-especificos, su eficiencia

depende del sustrato en cuestion (Neyfakh, 2002).

Los sistemas de expulsién multi-drogas suelen estar codificados en el cromosoma
bacteriano y la resistencia que resulta de la sobre-expresién de los mismos puede ser
debida a induccién y/ o mutacion, lo que contrasta con los mas especificos, que aunque
originarios de especies productoras de antimicrobianos se pueden encontrar en
plasmidos o transposones (Poole, 2000a; Van Bambeke y cols., 2000; Levy, 2002). Esto
esta de acuerdo con la teoria de que los sistemas mas especificos son resultantes de
seleccion natural mientras los multi-drogas son parte intrinseca de las bacterias y son
utilizados en un gran nimero de funciones fisioldgicas bacterianas (Poole, 2005). Estos
sistemas multi-drogas son capaces de conferir resistencia a las quinolonas en
microorganismos gramnegativos exhibiendo ademas una gran variedad de sustratos
(Poole, 2000a). En los grampositivos, la contribucién de los sistemas de expulsion multi-
drogas en la resistencia a otros antimicrobianos diferentes de las quinolonas existe pero
es bastante limitada, aunque comparten los demas sustratos con los sistemas de los

gramnegativos (Poole, 2000b).

En micoplasmas la contribucion de los sistemas de expulsiébn a la multiple
resistencia no esté del todo clara. Hasta el momento solamente se ha caracterizado un
sistema de expulsion aparentemente del tipo ABC, que ademas de poseer las quinolonas
como sustrato excreta eficazmente bromuro de etidio, colorantes y desinfectantes pero
no otros antimicrobianos no relacionados (Raherison y cols., 2002). Este comportamiento
es semejante al de los sistemas de expulsion de los microorganismos grampositivos y

puede ser resultado de su relacion filogenética (Woese y cols., 1980). A semejanza de lo
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que sucede en otras especies bacterianas, la eficacia del sistema de expulsién descrito
no era igual para todas las quinolonas estudiadas, siendo el ciprofloxacino mucho mejor

sustrato que el pefloxacino o el moxifloxacino (Raherison y cols. 2002).

Segun donde obtengan su fuente de energia, los sistemas de expulsion se pueden
dividir en dos grandes grupos: los que la obtienen por medio del gradiente protdnico o los
que la obtienen por medio de la hidrélisis del ATP (Van Bambeke y cols., 2005). La
utilizacion de diferentes fuentes de energia e inhibidores puede ayudar a definir cual es

el requerimiento energético para el transporte (Levy, 1992).

La estructura de los sistemas de expulsién puede variar segun se trate de un
microorganismo grampositivo o0 gramnegativo. Los sistemas de expulsion en
grampositivos estan constituidos por un Unico componente, localizado en la membrana
citoplasmatica. En gramnegativos, por la presencia de la membrana externa su
estructura es algo mas compleja, poseyendo en general 3 componentes: una bomba de
expulsién en la membrana interna, la cual se conecta por medio de una proteina de
ligacion/ fusién a otra proteina en la membrana externa, que actia como un canal (Levy,
2002; Kumar y Schweizer, 2005). Todavia no se ha estudiado la estructura de los
sistemas de expulsion de los micoplasmas, pero por sus caracteristicas estructurales
todo apunta a que estén constituidos solamente por un componente, a semejanza de los

encontrados en microorganismos grampositivos.

Los sistemas de expulsion activa no son por si solos capaces de provocar una
resistencia clinica. Su importancia reside en el hecho de que se asocian con otros
mecanismos de resistencia, potencidndose entre si. Esto tiene particular importancia en
cepas con una resistencia baja-moderada. Al bajar la concentracién intracelular del
antimicrobiano facilitan la seleccibn de mutaciones que confieran resistencias mas
elevadas, permitiendo asi la aparicion de cepas mucho mas resistentes (Van Bambeke y
cols., 2005). Esto es evidente en cepas que exhiben el fenotipo MAR (Mdultiple

Resistencia a Antimicrobianos), en el que los sistemas de expulsiébn activa son
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considerados como uno de los primeros pasos para la adquisicidon de una resistencia
importante (Levy, 2002; Randall y Woodward, 2002).

El otro mecanismo de resistencia a las quinolonas conocido en micoplasmas son

las mutaciones en las topoisomerasas.

Para que las quinolonas ejerzan su actividad bactericida necesitan la interaccion
con las topoisomerasas bacterianas. La afinidad entre las quinolonas y las
topoisomerasas es variable; mientras en microorganismos gramnegativos existe una
mayor afinidad por la topoisomerasa Il, en grampositivos es algo mas complejo y variable
(Sanders, 2001). En micoplasmas, a semejanza de lo que ocurre con los grampositivos,
teniendo como base donde ocurre la primera mutacién, la diana principal parece

depender de la quinolona y de la especie de micoplasma en cuestion.

En Mycoplasma pneumoniae el levofloxacino y el moxifloxacino tienen como diana
principal la topoisomerasa I, el esparfloxacino y el ciprofloxacino la topoisomerasa IV es
la diana principal y el gemifloxacino parece tener la misma afinidad por las dos enzimas
(Gruson y cols., 2005). En Mycoplasma hominis el levofloxacino, el pefloxacino, el
ciprofloxacino, trovafloxacino, ofloxacino y gatifloxacino tienen especial apetencia por la
topoisomerasa IV mientras el esparfloxacino la tiene por la topoisomerasa Il. A
semejanza de Mycoplasma pneumoniae, el gemifloxacino parece no tener una diana
principal definida (Bébéar y cols., 1998; Gushchin y cols., 1999; Kenny y cols., 1999;
Bébéar y cols., 2000b; Gruson y cols., 2005). En Mycoplasma bovirhinis el enrofloxacino
tiene como diana principal la subunidad C de la topoisomerasa IV mientras en
Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma synoviae su diana principal es la
topoisomerasa Il (Reinhardt y cols., 2002b; Hirose y cols. 2004; Le Carrou y cols.,
2006a). La topoisomerasa IV es también la diana principal del marbofloxacino en

Mycoplasma hyopneumoniae (Le Carrou y cols., 2006b).

El conocimiento de la diana principal de una quinolona, asi como de las

mutaciones que suele implicar, es importante para fines terapéuticos y para retrasar al
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maximo la aparicién de cepas resistentes. Es sabido que hay mutaciones cuyo efecto en
la CMI de determinadas quinolonas es silencioso, mientras en otras se observan
aumentos modestos en las CMIs y que la existencia de mutaciones mdultiples tiene un
efecto todavia mas complejo (Thomson, 2000). La importancia de este fenémeno fue
descrito en Staphylococcus aureus; mutaciones en gyrA y gyrB no hacian variar la CMI
del ciprofloxacino, norfloxacino y esparfloxacino, mientras las mutaciones en grlA
aumentaban la CMI del norfloxacino y del ciprofloxacino 16 y 4 veces respectivamente,
sin alterar la del esparfloxacino. No obstante, la combinacién de una mutacién en gyrA o
gyrB con una en grlA aumentaba la CMI de esparfloxacino 128 veces, manteniéndose la
CMI del norfloxacino y ciprofloxacino en los mismos valores que los alcanzados con
solamente la mutacion en grlA (Fournier y Hooper, 1998). La evolucion para una
resistencia clinica es determinada por la potencia intrinseca de la quinolona frente a la
cepa salvaje, por su concentracion en el punto de infeccion y por el nimero de
mutaciones necesarias para que la disminucién de susceptibilidad exceda las
concentraciones de droga en ese punto. El conocimiento de estos datos puede permitir
la seleccién de la quinolona mas efectiva para una infeccién dada y con menor

capacidad de seleccionar resistencias (Sanders, 2001).

Puntualmente ocurren mutaciones en las denominadas regiones determinantes de
resistencia a las quinolonas (QRDR) de las topoisomerasas que implican cambios de
aminodcidos. Diferentes aminoacidos en la misma posicion suelen resultar en diferentes
niveles de susceptibilidad, lo que demuestra que la CMI final es funcién de mecanismos
especificos de sustitucion (Ruiz, 2003). En bacterias grampositivas y gramnegativas las
mutaciones en las posiciones 80 y 84 de parC y 83 y 87 de gyrA son las mas frecuentes
y de mayor importancia; se piensa que las posiciones 83 y 80 interaccionan con el
radical en la posicién 1 de la quinolona, mientras las 87 y 84 lo hacen con el radical de la
posicion 7; cambios de aminoacido implicarian cambios en la afinidad por la quinolona.
Mutaciones en otros puntos afectarian la estructura de toda la proteina afectando asi la

interaccién con las quinolonas (Ruiz, 2003).
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En micoplasmas estan descritas y caracterizadas varias mutaciones asociadas a la

adquisicién de resistencia a las quinolonas:

e gyrA: mutaciones en las posiciones 81, 83, 84, 87 y 119 (numeracion
Escherichia coli) estan asociadas a incrementos de 2-64 veces de las
CMiIs quinolonas como el ciprofloxacino, esparfloxacino, norfloxacino,
ofloxacino y enrofloxacino. Las posiciones 83 y 87 son las mas importantes
en el desarrollo de resistencias en Mycoplasma hominis, Mycoplasma
pneumoniae y Mycoplasma gallisepticum (Bébéar y cols., 1998; Bébéar y
cols., 2000b; Reinhardt y cols., 2002b; Gruson y cols., 2005).

e gyrB: ocurren en las posiciones 447, 464 y 466 y estdn asociadas a
aumentos de 1-8 veces de las CMIs de enrofloxacino, ciprofloxacino,
esparfloxacino y levofloxacino en Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma
hominis y Mycoplasma pneumoniae (Reinhardt y cols., 2002b; Gruson y
cols., 2005).

e parC: mutaciones en las posiciones 78, 80, 81, 83 y 84 estan asociadas a
incrementos de 2-64 veces en las CMIs de las quinolonas enrofloxacino,
ciprofloxacino, norfloxacino, esparfloxacino entre otras. Las posiciones 80
y 84 parecen ser particularmente importantes en Mycoplasma hominis,
Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma bovirhinis y Mycoplasma
gallisepticum (Bébéar y cols., 1998; Bébéar y cols., 2000a; Bébéar y cols.,
2000b; Reinhardt y cols, 2002b; Hirose y cols., 2004; Gruson y cols.,
2005).

e parE: estdn descritas mutaciones en las posiciones 426, 439, 440, 458,
460, 463 y 467 que estan asociadas a aumentos de 2-32 veces de las
CMils de quinolonas como el enrofloxacino, ciprofloxacino, levofloxacino y

norfloxacino en Mycoplasma hominis, Mycoplasma pneumoniae vy

132



Capitulo IV

Mycoplasma gallisepticum (Bébéar y cols., 1998; Bébéar y cols., 2000b;
Reinhardt y cols., 2002a; Reinhardt y cols., 2002b; Gruson y cols., 2005).

Estas mutaciones no afectan por igual a todas las quinolonas, pudiendo algunas
de ellas incluso no sufrir variaciones en la susceptibilidad (Bébéar y cols., 2000b; Gruson
y cols., 2005). Ocasionalmente se hallan mutaciones cuya relacion con el incremento en
la resistencia a quinolonas no esté del todo clara, como en la posicion 134 de parC de
Mycoplasma hominis (Bébéar y cols.,, 2003) o que llevan a aumentos en la
susceptibilidad como las encontradas en las posiciones 69 y 73 de parC de Mycoplasma
hominis (Bébéar y cols., 1998).

Asi, y puesto que no existe ningun tipo de estudio sobre los mecanismos
implicados en la resistencia a las quinolonas en Mycoplasma mycoides subsp. mycoides

LC (MmmLC), nos proponemos los siguientes objetivos:

1. Seleccién in vitro de mutantes resistentes a las fluoroquinolonas empleando
norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino como agentes selectores, para
posteriores estudios de mecanismos de resistencia.

2. Evaluacién de cambios en la susceptibilidad de los mutantes seleccionados a

antimicrobianos no relacionados.

3. Determinacion del efecto de inhibidores de sistemas de expulsion activa en la

sensibilidad de los mutantes seleccionados a las fluoroquinolonas.

4. Observacién de cambios en la expresién de las proteinas de membrana
citoplasmatica de los mutantes seleccionados.

5. Disefio de primers especificos para las QRDR de los 4 genes implicados en la
resistencia a las quinolonas (gyrA, gyrB, parC y parE) para posterior

amplificacion y secuenciacion.
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6. Observacion de la evolucion cronoldgica de las mutaciones a lo largo de los

distintos procesos de seleccion.

7. Relacionar las mutaciones con cambios en la susceptibilidad a las quinolonas.

8. Determinar la diana principal del norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino.

IV.2.- Material y métodos

IV.2.1.- Cepas utilizadas

Se utilizaron las cepas 51, 57, 58, 61 y 65 de Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides LC, obtenidas a partir de muestras clinicas, para la seleccion de mutantes.
Estas cepas son sensibles al norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino como
previamente determinamos en el capitulo anterior. Para la seleccién con norfloxacino se
utilizé el rango de 0,125-256 pg/ml para todos los escalones, mientras para el
ciprofloxacino y enrofloxacino se utilizé el rango 0,03-64 pg/ml para los 3 primeros

escalones y posteriormente de 0,125-256 pg/ml.

Para el estudio del efecto de los inhibidores de los sistemas de expulsion activa
sobre la CMI del norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino, andlisis de las proteinas de
membrana y secuenciacion de las QRDR se utilizaron ademas de las cepas madre un

clon por escalédn selectivo (Tabla 1V.14.).

IV.2.2.- Antimicrobianos empleados

Se emplearon como agentes selectivos el norfloxacino, enrofloxacino vy

ciprofloxacino. Para el antibiograma se utilizaron también la oxitetraciclina, la eritromicina

y el cloranfenicol.
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Las soluciones madre se prepararon como previamente se ha descrito y se
almacenaron a 4° C un maximo de una semana. Las soluciones madre de oxitetraciclina

y cloranfenicol se prepararon cada vez que se utilizaron.

IV.2.3.- Seleccion in vitro de mutantes resistentes a quinolonas

Esta seleccion se realizé por medio de pases sucesivos en concentraciones

suprainhibitorias del agente selector.

En un primer escalén, las CMIs de los agentes selectores sobre las cepas
originales (cepas madre), fueron determinadas y registradas. Posteriormente, los 200 pl
del ultimo pocillo en el que habia crecimiento fueron inoculados en un tubo de medio PH
con la misma concentracion del antimicrobiano existente en el pocillo, el cual fue
incubado durante 24h a 37°C. El cultivo obtenido de este modo constituye un escalén
selectivo, en este caso el primero. El proceso se repitio hasta obtener diez escalones

selectivos (segun el procedimiento adaptado de Bébéar y cols., 1997).

IV.2.4.- Estudio del antibiograma de los mutantes

Se eligieron al azar dos procesos selectivos por cada cinco realizados con una
quinolona. De las selecciones realizadas con norfloxacino se eligieron las cepas 51 (51-
Nor) y 57 (57-Nor); con ciprofloxacino la 51 (51-Cip) y 61 (61-Cip) y de las seleccionadas
con enrofloxacino la 57 (57-Enr) y 58 (58-Enr).

Para la obtencion de los clones se realizé el crecimiento de cada cepa en medio

suplementado con el antimicrobiano utilizado para su seleccion y correspondiente a la

mitad de la CMI para cada escal6n selectivo. Se sembré en medio PH sdlido y se
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eligieron dos colonias al azar que fueron cultivadas separadamente en medio PH liquido

con la mitad de la CMI de ese escalén, que fueron denominadas clon 1y clon 2.

Para el estudio del antibiograma se utilizd un cultivo fresco de cada uno de los
clones en medio de PH normal. Las CMIs se determinaron como se ha descrito

anteriormente.

IV.2.5.- Estudio de la presencia de sistemas de expulsién activa

IV.2.5.1.- Inhibidores de los sistemas de expulsién activa

Se determiné las CMIs del norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino en medio
PH normal, asi como en presencia de 200 uM de CCCP (inhibidor de sistemas expulsion
proton-dependientes), 25 pg/ml de reserpina y 0,008 mM de ortovanadato (inhibidores de

sistemas de expulsion del tipo ATP-dependientes).

Para evaluar el efecto de los diferentes inhibidores en la susceptibilidad de las
cepas estudiadas no se siguié la metodologia de diluciones dobles. En el norfloxacino,
se utilizaron concentraciones de 8, 6, 5, 4, 2, 1, 0,5y 0,25 pg/ml y 260, 240, 200, 170,
140, 110, 80, 40 y 20 pg/ml segun el mutante. Para el ciprofloxacino y enrofloxacino se
utilizaron diluciones de 0,5, 0,4, 0,3, 0,25, 0,2, 0,15, 0,1 y 0,05 pg/ml, 16, 14, 12, 10, 8, 6,
4y 2 ug/mly 140, 120, 100, 80, 60, 40, 20, 10 y 5 pg/ml segun la CMI de los mutantes a
estudiar.

IV.2.5.2- Estudio de las proteinas de membrana

IV.2.5.2.1- Extraccion de proteina total
Se sembré 10 ml de un cultivo con 24h de la cepa estudiar en 250 ml de medio PH

con 1/8 de la CMI del antimicrobiano utilizado como agente selector en ese escaldn

selectivo (en el caso de los mutantes) y se incub6 48h a 37 °C.
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Se procedid a la extraccion de la proteina total. Se centrifugé el cultivo a 14.000 xg
durante 30 minutos y a 4°C. Se desecho el sobrenadante y se resuspendié el sedimento
en 250 ml de PBS. Se centrifugd bajo las anteriores condiciones de centrifugado y se
repitié el procedimiento dos veces mas. Se resuspendié el sedimento en 2,5ml de PBS

concentrando asi la proteina 100x.

Se realiz6 la medida de la concentracion proteica con el kit “Total protein kit” segin

las instrucciones del fabricante.

IV.2.5.2.2.- Particion en fases por Triton X-114

Este protocolo fue adaptado de Wise y cols., 1996. Se mezcl6 10 ml de solucién
comercial de Triton X-114 con 500 ml de PBS. Se incub6 18 horas a 37 °C. Se recogio la
fase inferior de detergente que se habia separado de la acuosa y se mezclé otra vez con
PBS. Se repitié el proceso hasta 3 veces alcanzando el Triton X-114 una concentracion

aproximada de 11,4%.

En un vial eppendorf se suspendieron 1-2 mg de la proteina de micoplasma total
en 900 pl de PBS. Se afiadio 100 pl de la solucion stock de Triton-114. Se mezclé bien

evitando la creacién de burbujas de aire y se incub6 1-2h a 4°C en un rotor.

Se centrifug6 la muestra durante 3 minutos a 12.000 xg y a 4°C y se transfirié el
sobrenadante para un nuevo vial eppendorf. Se incubé en bafio maria a 37°C durante 5
minutos. En este punto la solucién se volvié turbia por la condensacién de las micelas del
detergente. Se centrifugé 3 minutos a 12.000 xg y a temperatura ambiente, para separar

la fase inferior detergente de la superior acuosa.

Se transfiri6 la fase acuosa a un nuevo tubo para su lavado. Se afiadi6 solucion de

Triton-114 al 10% hasta una concentracion final del 1%. Se agité en vortex e incubd en
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hielodurante2-5 minutos. Posteriormente se incubd 5 minutos a 37°C y se centrifug6 a
temperatura ambiente 3 minutos. Posteriormente se transfirié la fase acuosa a un nuevo

vial eppendorf y se repitié 3 veces mas.

La fase detergente se mantuvo en el vial eppendorf original y se procedié a su
lavado. Se afiadio PBS hasta el volumen original. Se mezcld vigorosamente en vortex y
se incubd en hielo durante 2-5 minutos. Se incubd 5 minutos a 37°C en bafio maria.
Posteriormente se centrifugd a temperatura ambiente durante 3 minutos y se desechd la
fase acuosa superior. Se repiti6 el lavado 3 veces méas. Después del Ultimo lavado se
deseché la fase superior y se resuspendié la fase detergente a mitad del volumen

original.

IV.2.5.2.2.3- Electroforesis en gel de poliacrilamida con sodio dodecil sulfato (SDS)

Cada una de las fracciones detergente a estudiar fue preparada mezclandola con
una solucién de lisis a partes iguales y calentdndola a 100°C durante 5 minutos,
posteriormente fueron colocadas en hielo hasta su distribucién en el gel. La cantidad de

proteina utilizada por muestra fue de 20 pg por cada 4 mm de pocillo.

La electroforesis se realizd en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE), con el gel de concentracion con 4% de poliacrilamida y el de separacion
con 10%. Los geles fueron sometidos a una corriente constante de 6,5 mA/gel durante
18 horas en una unidad de electroforesis vertical (Protean Il Xi, Bio-Rad), siguiendo el

método de Laemmli (Laemmli, 1970).

La tincion de los geles se realizé con el colorante azul de Coomassie. Se sumergio
cada gel en una solucién de azul de Coomassie al 0,1% con agitacion durante una hora.
Posteriormente se decoloro el gel con una soluciéon de decoloracién en agitacion y hasta

gue el gel quedara transparente.
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La determinacién de los pesos moleculares aparentes se realiz6 en papel

logaritmico.

IV.2.6.- Extraccion de ADN

Se transfirid 100 pl de cada cepa a estudiar a un nuevo vial eppendorf y se afiadié
100 pl de solucion desnaturalizante. Se mezclé en un vortex y se incub6 durante 10
minutos a temperatura ambiente, pasados los cuales se afiadié 40 pl de silica'y 800 ul de
solucién de lisis. Se coloc6 en un rotor durante 10 minutos en agitacién constante (150
rpm). Posteriormente, se agité en el vortex durante 5 segundos y se centrifugé 15
segundos a 14.000 xg. Se desechd el sobrenadante y se afiadié 800 ul de solucion de
lavado. Se centrifugé y desechd el sobrenadante. Se repitié el lavado otra vez con
solucion de lavado, dos con etanol al 70% y una con acetona. Se colocé el vial
eppendorf con el sedimento durante 10 minutos a 56 °C con la tapa abierta, para eliminar
cualquier vestigio de acetona. Se afiadié 100 ul de TE y se coloco diez minutos mas a 56
°C pero con la tapa cerrada. Se centrifugé durante 2 minutos a 14.000 xg y se transfirio
el sobrenadante a un nuevo vial eppendorf. El sobrenadante obtenido fue utilizado como
ADN molde para las PCR.

IV.2.7.- Disefio de los primers

Se disefid un juego de primers que amplificara cada una de las QRDR utilizando el

programa ClustalW (http://www.ch.embnet.org/index.html) para los emparejamientos y

Gene Runner 3.0 (Hastings Software, Inc.) para su elaboracién. Se utilizé las secuencias
de los genes gyrA, gyrB, parC y parE de Mycoplasma mycoides subsp. mycoides small
collony type (cepa PG1), Mycoplasma capricolum subsp. capricolum (cepa ATCC
27343), Mycoplasma gallisepticum (cepa R), Mycoplasma hyopneumoniae (cepa J) y

Escherichia coli (cepa K12) disponibles en NCBI- Entrez Genome en su disefio.

139


http://www.ch.embnet.org/index.html

Capitulo IV

IV.2.7.1- Primer parala QRDR de gyrA

Este primer amplifica el gen gyrA, entre las posiciones 120 y 374 (Figura 1V.4.).

Nombre Secuencia (5'-3") Extension del primer (pb)
LCGYRAL.1 | GAG TGT TAT TGT AAG TCG TGC 21
LCGYRA2.1 | GAACCAAAGTTACCATGACC 20

Extension fragmento amplificado (pb)
255

Tabla IV.1.- Caracteristicas del primer utilizado para amplificar la QRDR de gyrA.

IV.2.7.2.- Primer para la QRDR de gyrB

Este primer amplifica el gen gyrB, entre las posiciones 1210y 1520 (Figura IV.5.).

Nombre Secuencia (5'-3") Extensién del primer (pb)
LCGYRB1.1 | CCA GGT AAG TTAGCA GAT TG 20
LCGYRB2.1 | GTT CTAATG TGAGCACCATC 20

Extensién fragmento amplificado (pb)
311

Tabla IV.2.- Caracteristicas del primer utilizado para amplificar la QRDR de gyrB.
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IVV.2.7.3.- Primer parala QRDR de parC

Este primer amplifica el gen parC, entre las posiciones 192 y 367 (Figura I1V.6.).

Nombre Secuencia (5'-3") Extension del primer (pb)
LCPARCL1.1 | ATC AGC AAG AGT AGT TGG AG 20
LCPARC2.1 | CTG TAT AACGCATAG CAGC 19

Extension fragmento amplificado (pb)

276

Tabla IV.3.- Caracteristicas del primer utilizado para amplificar la QRDR de parC.

IV.2.7.4.- Primer parala QRDR de parE

Este primer amplifica el gen parE, entre las posiciones 1221-1518 (Figura IV.7.).

Nombre Secuencia (5’-3") Extension del primer (pb)
LCPAREL.1 | GAA ACT AAC ACC AGC TCA AG 20
LCPARE2.1 | ATG TGC TCC ATC AGT ATC AG 20

Extensién fragmento amplificado (pb)

298

Tabla IV.4.- Caracteristicas del primer utilizado para amplificar la QRDR de parE.
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IV.2.8.- Amplificacion de las QRDR

Para cada reaccion de PCR se mezclé 16,75 ul de agua ultra pura estéril, 1 ul de
solucion de dNTPs a 10 mM, 1,5 pl de solucién de cloruro de magnesio a 50 mM, 2,5 pl
de buffer, 0,25 pl de Taq polimerasa 5U/ pl, 1 ul de cada primer en una concentracién de
25 mM y 1 ul del ADN a amplificar. Como control positivo se utilizé 1 pl de ADN de la

cepa de referencia Y-Goat y como control negativo 1 pl de agua bidestilada estéril.

La PCR se realiz6 en un termociclador Mastercycler Gradient de Eppendorf. Se
realiz6 un ciclo a 95°C para proceder a la activacion de la Tag-polimerasa.
Posteriormente, un ciclo de desnaturalizacion a 95°C durante 1 minuto, un ciclo de
hibridacion a 50°C durante 45 segundos y otro ciclo de extension a 72°C durante 45
segundos. Esta combinacion se repitié 34 veces mas. Para finalizar la PCR se realiz6 un

ciclo a 72°C durante 10 minutos para estabilizar las cadenas de ADN amplificadas.

Para la confirmacién de los resultados de la PCR se observé el producto de
amplificacion en un gel de agarosa al 2 % al cual se afiadi6 una gota de solucion de
bromuro de etidio. Se utilizé el tampdn TBE como constituyente del gel y como tampon
para correr la electroforesis. Esta se realizd a un voltaje constante de 80 voltios durante

aproximadamente una hora.

IV.2.9.- Secuenciacién del producto de la amplificacién
La secuenciacion fue realizada en el servicio de genética forense de la Universidad

de las Palmas de Gran Canaria utilizando el secuenciador 3130xI Genetic Analyzer,

procesando las muestras con el software Run 3130x| Data Collection V3.0.
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IV.3.- Resultados

IV.3.1.- Evolucién de las CMiIs a lo largo del proceso de seleccion

Se observo el aumento gradual de la CMI del norfloxacino a lo largo de los
diversos escalones selectivos, presentando las 5 cepas una evolucion muy semejante.
La CMI maxima del norfloxacino se obtuvo entre los escalones 7 y 9 y fue superior a 256
pg/ml (Tabla IV.5.).

La CMI del ciprofloxacino presenté un incremento gradual en todas las cepas. La
CMI maxima obtenida fue superior a 256 pg/ml y se observé entre los escalones
selectivos 5y 9 (Tabla IV.6.), mientras la CMI del enrofloxacino aumento a lo largo de los

diversos escalones selectivos.

El valor de CMI del enrofloxacino méaximo observado sobre cuatro cepas fue de 64
pug/ml y se observé entre los escalones 5 y 8, mientras se observé un valor de 128 pug/ml

sobre la cepa 61 en el séptimo escalon selectivo (Tabla IV.7.).

IV.3.1.2.- Estudio del antibiograma de los mutantes

IV.3.1.2.1.-Cepa 51 seleccionada con norfloxacino (51-Nor)

No se observaron diferencias en la CMI de los clones del mismo escalén

superiores a una dilucién (Tabla IV.8.).

Se observd el aumento gradual en la CMI del norfloxacino, ciprofloxacino y
enrofloxacino a lo largo de los distintos escalones selectivos. La CMI del norfloxacino
aumento por lo menos 128 veces (>256 pg/ml) con respecto a la observada sobre la
cepa madre (1 pg/ml). La CMI del ciprofloxacino aument6 512 veces hasta ES5(32
pg/ml); en el ES6 disminuy6 a la mitad (16 pg/ml) en relacion al observado en el escalén
anterior, volviendo a subir en ES8 (32 pg/ml). La CMI del enrofloxacino aumenté hasta el

ES6, en que su valor en uno de los clones era 256 veces superior (32 pg/ml) en relacion

143



Capitulo IV

al observado sobre la cepa madre (0,125 pg/ml). En ES7 la CMI disminuy6 cuatro veces
(8 pg/ml) en relacién a la observada en el escalén anterior; en ES9 volvidé a subir y a
partir de ES9 era 128 veces superior (16 pg/ml) al observado sobre la cepa madre (Tabla
IV.8., Gréfico IV.1.).

Las CMIs de la eritromicina y cloranfenicol no sufrieron variaciones con respecto a
los valores observados sobre la cepa madre (0,03 y 2 pug/ml respectivamente), aunque
se hayan observado algunos clones menos resistentes (0,015 y 1 pg/ml
respectivamente). La CMI de la oxitetraciclina disminuyé a la mitad (0,250 pg/ml)
comparativamente a lo observado sobre la cepa madre (0,5 pug/ml) a partir del noveno
escalon (Tabla 1V.8., Gréfico IV.2.).

IV.3.1.2.2.-Cepa 57 seleccionada con norfloxacino (57-Nor)

No se observaron diferencias en la CMI de los clones del mismo escal6n

superiores a una dilucién (Tabla IV.9.).

La CMI de las tres quinolonas estudiadas aumenté gradualmente y sin variaciones,
observandose en el ultimo escalon selectivo, y en relacién al observado sobre la cepa
madre, un incremento de por lo menos 512 veces en la CMI del norfloxacino (>256
pa/ml), 2048 veces en la del ciprofloxacino (128 pg/ml) y 128 en la del enrofloxacino (16
pg/ml) (Tabla IV.9., Gréfico IV.3.).

Las CMIs de oxitetraciclina y cloranfenicol se mantuvieron igual a lo largo del
proceso de seleccién (0,5 y 2 pg/ml respectivamente), mientras que la CMI de la
eritromicina aumento dos veces (0,06 pg/ml) a partir del séptimo escalén en relacion a la
observada sobre la cepa madre (0,03 pg/ml) (Tabla IV.9., Gréfico IV.4.).
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IVV.3.1.2.3.-Cepa 51 seleccionada con ciprofloxacino (51-Cip)

No se observaron diferencias en la CMI de los clones del mismo escalén

superiores a una dilucién (Tabla 1V.10.).

La CMI del norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino aumento a lo largo de los
diversos escalones selectivos, alcanzando un valor final de por lo menos 256 (>256
pug/ml) y 4096 (>256 pg/ml) veces y 1024 (128 pg/ml) veces superior a la observada en la
cepa madre (1, 0,06 y 0,125 pg/ml respectivamente). En ES5 la CMI del enrofloxacino
disminuy6 4 veces (64 ug/ml) con respecto a la observada en ES4 (256 ug/ml) (Tabla
IV.10., Grafico IV.5.).

La CMI del cloranfenicol se mantuvo igual a la observada sobre la cepa madre (2
pg/ml), aunque en el sexto escaldn selectivo fuera dos veces mayor en los dos clones (4
pg/ml). La CMI de la oxitetraciclina aumentdé dos veces (1 pg/ml) con respecto a la
original (0,5 pg/ml), observandose ese aumento a partir del séptimo escalén. La CMI de
la eritromicina aumentd cuatro veces con respecto a la inicial (0,03 pg/ml), sufriendo el
primer aumento en el cuarto escalon (0,06 ug/ml) y posteriormente en el séptimo (0,125
pg/ml) (Tabla IV.10., Gréfico IV.6.).

IV.3.1.2.4.- Cepa 61 seleccionada con ciprofloxacino (61-Cip)

No se observaron diferencias en la CMI de los clones del mismo escalén

superiores a una dilucién (Tabla IV.11.).

Se observo un incremento gradual en la CMI de las 3 quinolonas estudiadas a lo
largo del proceso de seleccion. La CMI final de norfloxacino, ciprofloxacino y
enrofloxacino fue por lo menos 512 (>256 pg/ml) y 2048 (>256 pg/ml) y 1024 (128 pg/ml)
veces superior a la observada sobre la cepa madre (0,5, 0,125 y 0,125 pg/ml
respectivamente) (Tabla 1V.11., Gréfico IV.7.).
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La CMI de la oxitetraciclina y del cloranfenicol aument6 dos veces en relacion a la
observada sobre la cepa madre (0,250 y 1 pg/ml), alcanzando el valor maximo (0,5y 2
pg/ml) a partir del cuarto y octavo escalon respectivamente. La CMI de la eritromicina
aumento el doble (0,06 pg/ml) en el quinto escaldn, volviendo a duplicarse en el octavo
(0,125 pg/ml) en relacién al valor obtenido sobre la cepa madre (0,03 pg/ml). En el
décimo disminuy6 a la mitad (0,06 pg/ml), manteniéndose aln asi dos veces superior a

la observada inicialmente (Tabla IV.11., Grafico IV.8.).

IV.3.1.2.5.- Cepa 57 seleccionada con enrofloxacino (57-Enr)

No se observaron diferencias en la CMI de los clones del mismo escalon
superiores a una dilucién a excepcién del norfloxacino y ciprofloxacino en escalon 10
(Tabla 1V.12)).

Las CMils de ciprofloxacino y enrofloxacino aumentaron hasta el final del proceso
de seleccion, alcanzando valores 512 veces (32 y 64 ug/ml respectivamente) superiores
a los observados en la cepa madre (0,06 y 0,125 pg/ml). La CMI de norfloxacino
aumento 256 veces hasta el quinto escalén (128 pg/ml), bajando cuatro veces en el
sexto (32 pg/ml) y retomando la subida posteriormente hasta un valor final 256 veces
(128 pg/ml) superior al observado sobre la cepa madre (0,5 pg/ml) (Tabla IV.12., Grafico
IV.9.).

La CMI de la eritromicina (0,015 pg/ml) y cloranfenicol (1 pg/ml) disminuyé a la
mitad en el cuarto escalén en relacién al observado sobre la cepa madre (0,03 y 2 ug/mli
respectivamente). Los valores de CMI de la oxitetraciclina disminuyeron a la mitad (0,250
pg/ml) en ES4 en relacién al valor original (0,5 pg/ml), y a partir del sexto la CMI sobre un
mutante por escalén disminuyé (0,125 pg/ml) a la mitad en relacion a ES4 (Tabla 1V.12.,
Grafico IV.10.).
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IV.3.1.2.6.-Cepa 58 seleccionada con enrofloxacino (58-Enr)

No se observaron diferencias en la CMI de los clones del mismo escalén
superiores a una dilucién a excepcion de norfloxacino y ciprofloxacino en el sexto
escalon (Tabla 1V.13.).

La CMI de norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino alcanzé una CMI final
superior en 256 (128 ug/ml), 1024 (64 ug/ml) y 512 (64 pg/ml) veces superior a la original
(0,5, 0,06 y 0,125 pg/ml respectivamente). El norfloxacino registré un valor de CMI por lo
menos 512 (>256 pg/ml) veces superior al observado sobre la cepa madre en ES6.
También en ES6 se observé una CMI del ciprofloxacino 2048 (128) veces superior a la
original en el clone 1 (Tabla IV.13., Gréfico IV.11.).

Se observaron algunos clones en los que las CMis de la oxitetraciclina (0,250
pug/ml) y cloranfenicol (1 pg/ml) eran dos veces inferiores a los observados sobre la cepa
madre (0,5 y 2 ug/ml respectivamente), y otros en la que la CMI de la eritromicina era
doble (0,03 pug/ml) con respecto a la observada sobre la cepa madre (0,015 pug/ml) (Tabla
IV.13., Grafico IV.12.).

IV.3.2.- Inhibidores de los sistemas de expulsién activa

IV.3.2.1.- Mutantes seleccionados con norfloxacino

No se observaron diferencias en las CMIs de norfloxacino, ciprofloxacino y
enrofloxacino sobre ninguna de la cepa madre o mutantes derivados cuando eran
determinadas en presencia de CCCP en relacién con las observadas en medio PH

normal no suplementado con el inhibidor de gradiente proténico (Tablas IV.15.-IV.16.)
La determinacion de las CMIs de norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino en

presencia de los inhibidores reserpina y ortovanadato nos permitié observar un descenso

de su valor entre 1,05 y 2,40 veces en la mayoria de los mutantes; solamente en ES4 no
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se observd cualquier variacion en el valor de la CMI del norfloxacino. El efecto del
ortovanadato sobre la CMI del norfloxacino, enrofloxacino y ciprofloxacino fue superior
entre 0,05 y 1,4 veces al de la reserpina; la utilizacion de la reserpina no afecté a la CMI
del norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino en algunos de los mutantes. No hubo
diferencias en el efecto del ortovanadato y de la reserpina sobre la CMI del ciprofloxacino
en la cepa madre. La CMI del ciprofloxacino en el mutante de ES10 cuando era
determinada en presencia de reserpina fue superior a la determinada en presencia del
ortovanadato en 0,17 veces (Tablas IV.15.-1V.16.).

Las mayores variaciones en las CMIs se apreciaron hasta el quinto escalén

selectivo y también se observaron en la cepa salvaje (Tabla IV.18.).

IV.3.2.1.2.- Mutantes seleccionados con ciprofloxacino

Las CMIs de norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino no variaron en presencia
del CCCP sobre la cepa 51 y mutantes derivados de ella (Tablas 1V.19-1V.21) asi como
sobre la cepa 61 y sus mutantes (Tablas 1V.23-1V.25.).

Se observé la disminucion de las CMiIs del norfloxacino, ciprofloxacino vy
enrofloxacino cuando eran determinadas en presencia del ortovanadato y/ o reserpina
entre 1,07 y 2,5 veces, a excepcion de la CMI del norfloxacino en ES4 de 51-Cip y del
enrofloxacino en ES10 de 51-Cip y ES2 de 61-Cip, en que ninguno de los inhibidores
tuvo efecto. Se observé un efecto mas potente del ortovanadato en relacién al de la
reserpina, con diferencias en la CMI del norfloxacino, enrofloxacino y ciprofloxacino entre
0,07 y 1,26 veces. El efecto de la reserpina y del ortovanadato en la CMI del
ciprofloxacino fue igual en los mutantes de ES4 y 5 de 51-Cip; tampoco se observo
diferencias en la CMI del norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino determinada sobre
los mutantes de ES2 y 4, ES1, 3y 4y ES1, 3y 10 respectivamente (Tablas IV.19-1V.21 y
Tablas IV.23-1V.25).
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Las mayores variaciones en las CMIs del norfloxacino y ciprofloxacino en
presencia de reserpina y ortovanadato se observaron hasta el cuarto escalén mientras

las del enrofloxacino se observaron hasta el quinto, inclusive (Tablas IV.21. y IV.26).

IV.3.2.3.- Mutantes seleccionados con enrofloxacino

Los valores de las CMIs de norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino no sufrieron
variaciones cuando era realizada en presencia de CCCP con respecto a las CMIs
observadas sobre las cepas 57, 58 y mutantes derivados de ellas (Tablas IV.27-1V.29 y
Tablas IV.31-1V.33).

Se observaron disminuciones entre 1,03 y 4,0 veces en las CMIs de norfloxacino,
ciprofloxacino y enrofloxacino cuando la determinacién se realizé en presencia del
ortovanadato y reserpina. A semejanza de lo observado en los puntos anteriores, el
ortovanadato fue el inhibidor mas potente, con descensos superiores entre 0,11 y 1,92
veces en relacién a los obtenidos en presencia de reserpina, y que afecté a la CMI de
norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino en mayor numero de clones. El efecto del
ortovanadato y de la reserpina sobre la CMI del norfloxacino fue igual en la cepa 58 y en
el mutante de ES1 de 58-Enr; en la del ciprofloxacino sobre el mutante de ES4 de 58-Enr
y en la del ciprofloxacino sobre la cepa 57. La reserpina tuvo un efecto superior en 0,14
veces en la determinaciéon de la CMI del norfloxacino en el mutante de ES2 de 58-Enr
(Tablas IV.27-1V.29 y Tablas 1V.31-1V.33). No se observaron variaciones en la CMI del
ciprofloxacino en la cepa madre 57 (Tabla 1V.28.), asi como en la del enrofloxacino en
ES4 y ES5 de 58-Enr (Tabla 1V.33.) en presencia de algun inhibidor.

La disminucién de las CMIS del norfloxacino y ciprofloxacino determinada en
presencia de reserpina y/o ortovanadato se mantuvo siempre superior a 1,24; la CMI del
enrofloxacino sufrié descensos superiores a 1,19 veces a excepcion de los mutantes de
ES4, 5y 10 de 58-Enr, que variaron entre 1y 1,11 veces (Tablas 1V.30. y IV.34.).
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IV.3.3.- Estudio de las proteinas de membrana

Se apreciaron cambios de intensidad en algunas bandas en las diversas cepas

estudiadas.

En los clones de ES3, Es6 y ES9 de 51-Nor, se observé el incremento de
expresion de bandas de pesos moleculares de 160, 90, 84, 59 y 39 kDa en relacién a lo
observado en la cepa madre, mientras la banda de 117 kDa disminuyé su expresion. Las
bandas de pesos de 160 y 39 kDa no se observaron en la cepa madre, mientras las
demas cuya expresién aument6 se observan en mutantes y en la cepa madre. La banda

de 117 kDa, solamente se observo en la cepa madre (Figura IV.1.).

En los clones estudiados de 51-Cip y 61-Cip se observo el aumento de la
expresion de bandas de 120, 61, 59, 51, 39 kDa mientras bandas de pesos moleculares
en torno a 110, 90, 70, 66, 62, 50 kDa bajaron su expresién con respecto al observado
en la cepa madre. Las bandas de peso de 120 y 51 kDa se observaron en todos los
mutantes de 51-Cip y 61-Cip, mientras la de 61 kDa se observé en todos los mutantes de
51-Cip y en los mutantes de ES6 y ES9 de 61-Cip. Las bandas de pesos de 59 y 39 kDa
se observaron en mutantes y cepas madres. Las bandas de 110, 90 y 62 kDa se
observaron en las cepas 51 y 61 y en el mutante de ES de 61-Cip. Las bandas de pesos
de 76, 66 y 50 kDa, cuya expresion disminuyd, se observaron en los mutantes y cepas
madres. En la cepa 61 y mutantes derivados, ademas de ES6 de 51-Cip se observa la

disminucién de expresion de una banda de aproximadamente 37 kDa (Figura IV.2.).

En los clones estudiados de 57-Enr se observo el aumento de expresiéon de una
banda de peso molecular aproximado de 59 kDa, mientras las bandas de 85, 43 y 38 la
disminuyen. La banda de peso molecular de 59 kDa se observa en la cepa madre y
mutantes derivados, mientras las bandas de 85 y 38 kDa dejan de observarse en ES6 y

ES9 respectivamente. La banda de 43 kDa se observa en todas las cepas estudiadas.

150



Capitulo IV

Se observé una banda de aproximadamente 44 kDa en el ES6 que no se observo en la

cepa madre y en los mutantes de ES3 y ES9 (Figura IV.3.).

El aumento de expresion de la banda de peso molecular de 59 kDa se observo en
todos los clones obtenidos por medio de la seleccién con norfloxacino, ciprofloxacino y
enrofloxacino, mientras el aumento de expresion de la banda de peso molecular de 39
kDa solamente se observd en los mutantes seleccionados con norfloxacino y
ciprofloxacino. La banda de peso molecular de 90 kDa presenté un comportamiento
diferente en los mutantes seleccionados con norfloxacino y enrofloxacino, mientras en

los primeros su expresion aumenté en los Ultimos disminuya.

IV.4.- Secuenciacién de las QRDR

La comparacién de las secuencias de ADN y de la codificacién de aminoacidos
correspondiente de la cepa madre con las de los diversos clones estudiados permitié la
observacion de algunos cambios. Para el tratamiento y estudio de las secuencias se

utilizaron los programas Chromas 1.45, Gene Runner 3.0 y BioEdit 5.0.9..

Se observaron algunas mutaciones silenciosas en varios clones de los diferentes
escalones selectivos; no obstante, nos centraremos en las mutaciones que conllevaron
cambios de aminoéacidos en las QRDR, puesto que son estas las que podran estar
asociadas a alteraciones en la resistencia a las quinolonas. Las tablas V.35, IV.37.,
IV.39., IV.41., y IV.43 resumen las mutaciones observadas en los diversos clones

estudiados asi como la CMI de cada quinolona sobre cada uno de ellos.

En gyrA se observaron diversas mutaciones que llevaron a cambios de
aminoéacidos. En 51-Nor se observaron las sustituciones Arg-61->Cys en ES10 y Glu-
101->Lys a partir de ES3, resultantes de las mutaciones C-181->T y G-301-2>A
respectivamente (Figura IV.8.). En el ES1 de 51-Cip se observé la mutacion G-290>T

que fue responsable por la sustitucién Ser-97->lle; en ES3. Ambas sustituciones se
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mantuvieron en los escalones siguientes (Figura IV.12.). En el ES3 de 61-Cip se observo
la mutacion G-290->T que llevé a la sustitucién Ser-97->1le, mutacion esta observada en
los mutantes posteriores; también en ES3 la mutacion C-293->T fue responsable la
sustitucion Ala-98->Val, que se observo en los mutantes posteriores a excepciéon de
ESS5. En ES5 se observo la sustitucion Glu-101->GIn motivada por la mutacion G-301>C
(Figura IV.16.). En 57-Enr se observaron las mutaciones G-290>T y C-293->T en ES3,
las cuales implicaron las sustituciones Ser-97->1le y Ala-98->Val. Estas se mantuvieron
presentes en los mutantes de escalones posteriores (Figura IV.20.). En 58-Enr se
observaron tres sustituciones diferentes. La sustitucion Ser-97->lle, observada en ES2,
ES3 y ES10, Ala-98->Val, observada en ES10 y Glu-101->Lys observada en ES4 y ES5.
Estas sustituciones fueron originadas por las mutaciones G-290->T, C-293>T y G-
301->A respectivamente (Figura 1V.24.).

En ES10 de 57-Enr se observé la mutacion C-1333->T en gyrB la cual resulto en
la sustitucion Pro-445->Ser en ES10 (Figura IV.21.). No se observaron cambios de

aminoacidos en los demas procesos de seleccién (Figuras 1V.9, IV.13., IV.17. y IV.25.).

Relativamente en parC, solamente se observaron sustituciones en la posicion 86,
pero con 3 aminoacidos diferentes. En 51-Nor se observé la mutacion G-256->T,
responsable por la sustitucion Asp-86>Tyr en ES3 y en ES4 la mutacion G-256>A
resulté en la sustitucion Asp-86>Asn, que se observaria en los mutantes posteriores
(Figura 1V.10.). En el ES1 de 51-Cip se observo la mutacién A-257->G, la cual resulto en
la sustitucion Asp-86->Gly que se observaria en los escalones posteriores (Figura
IV.14.). En 61-Cip se observd la sustituciéon Asp-86->Gly en ES3, debido a la mutacion
A-257->G. esta sustitucion se mantendria en los demas escalones (Figura IV.18.). En
57-Enr se observaron dos sustituciones diferentes; en ES3 y ES4 se observo la
sustitucion Asp-86->Gly, motivada por la mutacion A-257>G y en ES5 y ES10 la
mutacion G-256->T llevo a la sustitucién Asp-86->Tyr (Figura IV.22.). Relativamente a
58-Enr en ES4 y ES5 se observo la sustitucion Asp-86->Tyr, resultado de la mutaciéon G-
256>T. En ES10 la mutaciéon A-257->G fue responsable por la sustitucion Asp-86>Gly
(Figura IV.26.).
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En parE se observaron varias mutaciones que llevaron a sustituciones de
aminoacidos. En 51-Nor se observo la mutacion T-1398->A, la cual fue responsable de
la sustitucion Asn-466->Lys en ES2, ES5 y ES10 (Figura 1V.11.). En el ES1 de 51-Cip la
mutacién G-1399->A tuvo como resultado la sustitucién Glu-467->Lys, que se
mantendria en los mutantes posteriores (Figura 1V.15.). La misma sustitucion fue
observada a partir del ES3 de 61-Cip (Figura 1V.19.) y 57-Enr (Figura 1V.23.),

observandose en los escalones posteriores, ademas de ES10 de 58-Enr (Figura IV.27.).

IV.5.- Discusioén

1- Susceptibilidad de las cepas mutantes

En las selecciones de mutantes realizadas con norfloxacino, ciprofloxacino y
enrofloxacino se observo el aumento de la CMI de todas las quinolonas estudiadas. El
desarrollo de resistencia cruzada entre quinolonas ha sido previamente descrito en
micoplasmas (Reinhardt y cols., 2002a; Gruson y cols., 2005), bacterias grampositivas
(REF) y gramnegativas (Tavio y cols., 1999). No obstante, la capacidad de seleccionar
resistencias fue diferente segun el antimicrobiano utilizado. La selecciéon con
ciprofloxacino ha sido asociada a los mayores incrementos en la resistencia a las
quinolonas. Los mutantes seleccionados con norfloxacino fueron los que presentaron un
menor incremento en la resistencia al enrofloxacino cuando se compararon con los
seleccionados con el ciprofloxacino y enrofloxacino. Los mutantes seleccionados con
enrofloxacino presentaron los menores incrementos en la resistencia al norfloxacino
cuando se compararon con los seleccionados con norfloxacino y ciprofloxacino. Aunque
en general las mutaciones en las topoisomerasas confieran resistencia cruzada a las
quinolonas, la misma mutacion puede implicar cambios diferentes en la susceptibilidad a
las quinolonas (Kenny y cols., 1999; Gruson y cols., 2005); el comportamiento observado

en nuestros mutantes puede ser reflejo de la seleccion de diferentes mutaciones.
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La variacion de la CMI de otros antimicrobianos no relacionados no fue igual en
todos los procesos de selecciéon. La CMI del mismo antimicrobiano pudo aumentar,
disminuir o mantenerse sin cambios. En micoplasmas la seleccion de mutantes con
guinolonas no suele producir variaciones en la susceptibilidad a otros antimicrobianos no
relacionados como las tetraciclinas, macrélidos y cloranfenicol (Raherison y cols., 2002;
Reinhardt y cols., 2002a). En otros microorganismos como Escherichia coli es comun el
desarrollo de un fenotipo de multiple resistencia a antimicrobianos debido a la expresion
de sistemas de expulsidon activa y a variaciones en la expresion de las porinas (Tavio y
cols., 1999). Los micoplasmas no poseen pared externa y los sistemas de expulsién
activa responsables del desarrollo de resistencia a las quinolonas no poseen como
sustrato a otros antimicrobianos no relacionados como el cloranfenicol, macrélidos y
tetraciclinas, lo que puede explicar el no se desarrolle un fenotipo de mdltiple resistencia

a los antimicrobianos.

2- Sistemas de expulsion activa

La utilizacién del alcaloide vegetal reserpina y del ortovanadato, dos inhibidores de
sistemas de expulsién activa del tipo ABC y que han sido utilizados con éxito en otras
bacterias grampositivas, gramnegativas y micoplasmas (Kaatz y cols., 1993; Poole,
2000b; Raherison y cols., 2002; Ribera y cols., 2002) produjo disminuciones de las CMIs
de norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino que oscilaron entre 1,03 y 4 veces con
respecto a la obtenida en la ausencia de cualquier inhibidor. Estos valores son
semejantes a los previamente descritos (Raherison y cols.,, 2002) que observé
disminuciones entre 1,33 y 4 veces en la CMI de norfloxacino y ciprofloxacino cuando se
determind en presencia de la reserpina. El ortovanadato fue de los dos inhibidores de
sistemas ATP-dependientes el que mejor funcioné. EI CCCP, una sustancia que disipa el
gradiente protonico a lo largo de la membrana citoplasmatica, impidiendo asi a los
sistemas de expulsién protdn-dependientes (Pagés y cols., 2005), no produjo ningun
efecto en la CMI de las quinolonas estudiadas sobre las cepas madres y mutantes de
ellas derivados.
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Asi, los datos obtenidos nos hacen sospechar de la presencia de un sistema de
expulsién activa ATP-dependiente sensible al ortovanadato y a la reserpina, responsable
de resistencia a las quinolonas. Aunque los datos obtenidos no nos hagan sospechar de
la presencia de un sistema de expulsion protdn-dependiente, existen casos descritos de
la ausencia de efecto del CCCP en otros géneros bacterianos que presentaban la
expresion de sistemas secundarios de transporte (Raherison y cols., 2002). Esta
hipo6tesis gana fuerza por lo descrito en Mycoplasma genitalium y Mycoplasma hominis,
en los que se han identificado 11 transportadores del tipo ABC pero solamente uno
dependiente del gradiente proténico por comparacion de secuencias Paulsen y cols.,
1998; Gruson y cols., 2002).

La utilizacion de los inhibidores afecté de igual forma a las CMis de las tres
quinolonas (norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino), indicando que todas ellas son
sustrato del sistema inhibido. La excrecién de una quinolona por un sistema de expulsién
activa depende de su hidrofobicidad. Las quinolonas hidrofilicas son sustrato de
sistemas como NorA, mientras quinolonas como el esparfloxacino, mas hidrofébicas,
parecen no ser afectadas por este mecanismo de resistencia (Ruiz y cols., 2001). En
Mycoplasma hominis se caracteriz6 recientemente un sistema de expulsion del tipo ABC
que demostraba mayor afinidad por el ciprofloxacino que por el moxifloxacino o
pefloxacino (Raherison y cols., 2002). La quinolonas utilizadas en este trabajo,
norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino, son quinolonas hidrofilicas, un buen sustrato

de sistemas de expulsion, lo que confirma los resultados obtenidos.

En seis de las cepas estudiadas no se pudo demostrar la implicacién de un
sistema de expulsion en la resistencia al norfloxacino (ES4 de 51-Nor, ES4 de 51-Cip),
ciprofloxacino (cepa 57) y enrofloxacino (ES2 de 61-Cip, ES4 y ES5 de 58-Enr) dada la
aparente ausencia de efecto de la reserpina y del ortovanadato en su CMI; esto puede
ser mas bien motivado por defectos en la medicion de las CMIs que por una real

ausencia de actividad de los inhibidores.
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Asimismo, se observé la variacion de las CMls del norfloxacino, ciprofloxacino y
enrofloxacino en todas las cepas madre (de 1,33 a 2, 1,25 a 1,5y 1,15 a 1,33 veces
respectivamente), a excepcion del ciprofloxacino sobre la cepa 57, cuya CMI no varid.
Todas las cepas madres son aislamientos clinicos, y es posible que en contactos
anteriores con antimicrobianos haya ocurrido algun tipo de seleccién de cepas con
sistemas de expulsion hiper-expresados. La variacion de la CMI de diversas quinolonas
en las cepas madres ha sido descrita en Mycoplasma hominis, en el que se observaron
variaciones de 1,33 veces en la CMI del norfloxacino y ciprofloxacino sobre la cepa
madre cuando eran determinados en presencia de la reserpina (Raherison y cols., 2002).
Estos valores son semejantes a los obtenidos en nuestro trabajo y sugieren la presencia
de un sistema de expulsion activa confiriendo un bajo nivel basal de resistencia a las
quinolonas, a semejanza de lo que ha sido descrito en Staphylococcus aureus con
respecto a NorA, en el que se observaron variaciones de dos veces en la CMI del
norfloxacino cuando era determinado en presencia de la reserpina (Kaatz y cols., 1993).
La presencia de este tipo de cepas en la naturaleza puede ser responsable del desarrollo
de resistencias clinicas, puesto que la sobre-expresiéon de sistemas de expulsion activa
puede funcionar como el primer paso para favorecer el desarrollo de altos niveles de

resistencia a otras mutaciones (Markham y Neyfakh, 2001).

En el analisis de las proteinas de membrana hemos observado la variacion de la
expresion de diversas proteinas. Una busqueda en el genoma de Mycoplasma mycoides
subsp. mycoides SC nos permitio identificar 15 proteinas relacionadas con sistemas de
expulsién activa del tipo ABC. La determinacién de sus masas moleculares nos permitié
identificar una (gi|[42560672|ref[NP_975123.1]) de un peso molecular de 58,47 kDa, que
podria ser la proteina cuya expresion hemos observado aumentada y cuyo peso
molecular aparente era de 59 kDa. Otra proteina (gi|42560590|ref[NP_975041.1]) que se
sospecha estar relacionada con la expulsion activa de antimicrobianos posee una masa
molecular de 38,78 kDa, pudiendo ser alguna de las proteinas de peso molecular
semejante (39 kDa) y cuya expresion hemos observada aumentada. En micoplasmas
solamente esta asociada la accién de un sistema del tipo ABC con la resistencia a

antimicrobianos, codificado por los genes mdl y md2 en Mycoplasma hominis. Estos,
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codifican proteinas de un peso molecular de 68y 70 kDa respectivamente (Raherison y
cols., 2005).

Los datos obtenidos con la utilizacion de los inhibidores de sistemas de expulsion
activa sugieren la presencia de un sistema de expulsion activa del tipo ATP-dependiente
responsable de aumentos en la resistencia a quinolonas en los diversos escalones
selectivos. La variacion de la CMI de las diversas quinolonas sobre las cepas madres en
presencia de inhibidores de sistemas de expulsién activa, indica que hay sistemas de
expulsién activa que se expresan en cepas susceptibles y que podrian ser responsables
de favorecer la seleccion in vivo de cepas resistentes a las quinolonas en aislados
clinicos. No obstante, la cuantificacion de la importancia de estos mecanismos de
supervivencia necesita ser confirmada por medio de ensayos de acumulacion. La
hiperexpresion de algunas proteinas de membrana podra estar directamente relacionada
con el aumento de expresién de sistemas de expulsién activa, aunque para su

confirmacion sera necesaria la caracterizacién de las mismas.

3- Mutaciones en las topoisomerasas

Se encontraron doce mutaciones diferentes responsables de sustituciones de
aminodcidos en los cuatro genes que codifican las topoisomerasas bacterianas, aunque
no todos ellos en las posiciones clasicamente asociadas a incrementos en la resistencia
a las quinolonas. El gen mas afectado fue gyrA, en el que se observaron cinco
sustituciones diferentes, mientras en parC y parE se observaron tres y en gyrB una. La
posicién en la que se observé mayor variedad de sustituciones fue la 84 de parC (tres),
seguida de la posicion 87 de gyrA y 458 de parE con dos. Los mutantes mas resistentes
poseian varias mutaciones en por lo menos tres de los cuatro genes, a semejanza de lo

descrito en Mycoplasma gallisepticum (Reinhardt y cols., 2002a).

En gyrA fueron observadas mutaciones relacionadas con sustituciones de

aminoacidos en las posiciones 61, 97, 98 y 101 (47, 83, 84 y 87 de Escherichia coli
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respectivamente). Sustituciones en las posiciones 97, 98 y 101 han sido previamente
descritas en otras especies de micoplasmas ademas de en microorganismos
grampositivos y gramnegativos y relacionadas con aumentos de resistencia (Tavio y
cols., 1999; Reinhardt y cols., 2002a; Ruiz, 2003; Gruson y cols., 2005). Hemos
observado aumentos de dos veces en la CMI del norfloxacino y ciprofloxacino asociados
a la sustitucién Ser-97->lle; en Mycoplasma gallisepticum esta misma sustitucion se
asocié a un aumento de dos a cuatro veces en la CMI del enrofloxacino (Reinhardt y
cols., 2002a; Reinhardt y cols., 2002b), mientras otras sustituciones en esta posicién se
asociaron a aumentos de cuatro veces en la CMI del ciprofloxacino en Mycoplasma
pneumoniae (Gruson y cols., 2005), una a dos y cuatro a ocho veces en la CMI del
norfloxacino y ciprofloxacino respectivamente en Mycoplasma hominis (Bébéar y cols.,
1998). La sustitucion Ala-98->Val se asocié a aumentos en la CMI del norfloxacino,
ciprofloxacino y enrofloxacino de 8, 32 y 16 veces respectivamente. Esta sustitucion no
ha sido nunca descrita en otros micoplasmas, pero otras sustituciones en esta posicion
han sido asociadas a aumentos de una a ocho veces y una a dos veces en la CMI del
norfloxacino y ciprofloxacino respectivamente en Mycoplasma hominis (Bébéar y cols.,
1998) y de dos a cuatro veces en la CMI del enrofloxacino en Mycoplasma gallisepticum
(Reinhardt y cols., 2002a; Reinhardt y cols., 2002b). No nos fue posible identificar la
contribucion de las sustituciones en la posicion 101 debido a la existencia de otras
sustituciones simultaneamente, pero en Mycoplama hominis la sustitucion Glu=>Lys ha
sido relacionada con aumentos de dos veces en la CMI del ciprofloxacino, sin que
variara el del norfloxacino en Mycoplasma hominis (Bébéar y cols., 2000). La sustitucion
Glu>GIn que hemos observado en ES5 de 61-Cip no ha sido nunca descrita en
micoplasmas. En ES10 de 51-Nor se observo la sustitucion Arg-61->Cys asociada a una
disminucién de dos veces de la CMI del ciprofloxacino y enrofloxacino; aunque no estén
descritas mutaciones en este punto ni en micoplasmas ni en otras especies bacterianas,
estan descritas mutaciones asociadas a la pérdida de resistencia a las quinolonas en
micoplasmas (Bébéar y cols., 1998). No obstante, el verdadero significado de esta

mutacion necesita ser estudiado.
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Solamente se observaron cambios de aminoacidos en la posicién 445 (445 en
Escherichia coli) de gyrB en una de las selecciones realizadas con enrofloxacino,. Esta
sustitucion no ha sido previamente descrita en micoplasmas. No obstante su relacién no
parece tener relacion con aumentos de resistencia, una vez que las CMIs no sufrieron
variaciones. En otros micoplasmas sustituciones de aminoacidos en gyrB surgen
frecuentemente asociadas a mutaciones en otros genes, aunque en algunos casos estén
directamente relacionadas con aumentos en la resistencia a quinolonas, pudiendo

incluso ser la primera mutacién (Reinhardt y cols., 2002b; Gruson y cols., 2005).

En parC solamente se observé una mutacion responsable de sustituciones de
aminodcidos, en la posicion 86 (84 en Escherichia coli), independientemente del agente
selector utilizado. En otras especies de micoplasmas estan descritas sustituciones en
otros puntos, aunque las posiciones 80 y 84 correspondientes a Escherichia coli sean
aquellas donde mas frecuentemente ocurren (Bébéar y cols., 1998; Tavio y cols., 1999;
Reinhardt y cols., 2002a; Gruson y cols., 2005). Estas dos posiciones son consideradas
las mas importantes en este gen, bien sea en microorganismos grampositivos o
gramnegativos (Ruiz, 2003). En los mutantes seleccionados con ciprofloxacino, esta
sustitucion fue siempre de un aspartato por una glicina; en los seleccionados con
norfloxacino y enrofloxacino se observaron mutaciones que llevaron a dos sustituciones
diferentes. Asi, cuando son seleccionados con norfloxacino, se observo la sustitucion del
aspartato por una tirosina y posteriormente por una asparagina. En la seleccion con
enrofloxacino sobre la cepa 57 se observé en primer lugar una glicina y posteriormente
una tirosina mientras en la seleccién realizada sobre la cepa 58 con enrofloxacino se
observaron los mismos aminoacidos pero por orden inverso. Todas estas sustituciones
han sido previamente descritas en Mycoplasma pneumoniae, con cualquiera de las
mutaciones a ser asociada a aumentos de dos a cuatro veces en la CMI del
ciprofloxacino (Gruson y cols., 2005). El efecto de cada una de estas mutaciones no
pudo ser apreciada en nuestro trabajo, por la presencia de mutaciones simultaneas en
otros genes. Otras sustituciones en esta posicion han sido descritas en Mycoplasma
hominis, asociados a aumentos de dos y de una a ocho veces en la CMI del norfloxacino

y ciprofloxacino respectivamente (Bébéar y cols., 1998; Bébéar y cols., 2000) y
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Mycoplasma gallisepticum, con incrementos de dos a cuatro veces en la CMI del
enrofloxacino (Reinhardt y cols., 2002b). Aparentemente la diferencia entre la tirosina y
la asparagina se asocio a un incremento de 2 veces en la CMI del norfloxacino cuando el
cambio es por asparagina; en Mycoplasma pneumoniae la asparagina no se observaron
diferencias en la CMI del ciprofloxacino pero la del esparfloxacino era dos veces superior
cuando estaba presente la asparagina, no habiendo determinado su efecto en la CMI
del norfloxacino y enrofloxacino (Gruson y cols., 2005). La diferencia entre la presencia
de la glicina o tirosina se asoci6 a un incremento de dos veces en la CMI del norfloxacino
y enrofloxacino y de cuatro veces en la CMI del ciprofloxacino, cuando estaba presente
la tirosina; en Mycoplasma pneumoniae no se observaron diferencias con respecto a la
CMI del ciprofloxacino, presentando el moxifloxacino una CMI dos veces superior cuando
estaba presente la tirosina, siendo que la CMI de las demas quinolonas utilizadas en
nuestro trabajo no fue determinada (Gruson y cols., 2005). Curiosamente, en ninguno de
los trabajos en los que se seleccionaron mutantes en micoplasma con ciprofloxacino se

observan mutaciones en la posicién 84 (Bébéar y cols., 1998; Gruson y cols., 2005).

En lo relativo a parE se observaron dos sustituciones, en las posiciones 466 y 467
(458 y 459 en Escherichia coli respectivamente). La sustitucién observada en la posicion
466 ha sido previamente descrita en Mycoplasma gallisepticum pero no ha sido
relacionada con incrementos en la CMI del enrofloxacino, la Unica quinolona estudiada
(Reinhardt y cols., 2002b); la 467 nunca ha sido relacionada con la resistencia a
quinolonas en micoplasmas. La sustitucion en la posicién 466 solamente se observé en
la seleccidn con norfloxacino y ciprofloxacino (ES1, 5y 10 de 51-Nor, ES10 de 51-Cip y
ES3 de 61-Cip); mientras en la primera la asparagina fue sustituida por una lisina, en la
segunda la sustitucién fue por una isoleucina. La importancia de sustituciones en esta
posicion parece depender de la presencia de otras simultaneas; mientras en ES1 de 51-
Nor la CMI del ciprofloxacino aumento6 cuatro veces y la del norfloxacino y enrofloxacino
dos, en ES5, en que ya estaban presentes otras sustituciones, la CMI del norfloxacino y
enrofloxacino aumenta cuatro y la del ciprofloxacino ocho veces. En ES10 de 51-Cip las
CMils de las diversas quinolonas sufrieron un aumento de por lo menos dos veces. La

presencia de la lisina no aument6 la CMI de ninguna de las quinolonas mientras el efecto
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de la presencia de la isoleucina en las CMIs no nos fue posible observar, puesto que se
observaron otras mutaciones simultaneamente. La sustitucion observada en la posicién
467 no se observé en los mutantes seleccionados con norfloxacino, pero si en los
seleccionados con ciprofloxacino y enrofloxacino. En cualquiera de los casos se observo
la sustitucion de un glutamato por una lisina; la existencia de sustituciones simultaneas
no nos permitio determinar el efecto aislado de esta en las CMIs del norfloxacino,
ciprofloxacino y enrofloxacino. En microorganismos gramnegativos el papel de
mutaciones en parE parece ser irrelevante y en grampositivos su relacién con el
aumento de resistencia a las quinolonas es controvertido y su efecto parece depender de
mutaciones simultaneas en otros genes (Ruiz, 2003). En micoplasmas puede ser el
punto donde ocurre la primera sustitucion y, segun la posicion donde ocurra, su efecto
puede ser mayor o menor (Bébéar y cols., 1998; Bébéar y cols., 2000a; Reinhardt y
cols., 2002b). Solamente se ha observado una sustitucion de aminoacidos en parE que
no estuviera asociada a otras sustituciones (posicion 466 de ES1 de 51-Nor); en este
mutante la expulsién activa parece desarrollar un papel mas importante que la
contribucion de la sustitucion para los aumentos en la CMI del norfloxacino,
enrofloxacino y ciprofloxacino. En otros mutantes se observaron sustituciones en las
posiciones 466 y 467 asociadas a sustituciones en gyrA y parC asociadas a altos niveles
de resistencia. Aparentemente, sustituciones en la posicion 466 de parE de MmmLC no
estan asociadas al aumento de resistencia a norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino,
pero sustituciones en las posiciones 466 y 467 simultaneas a sustituciones en otros

genes estan asociadas a altos niveles de resistencia.

Hemos observado la ocurrencia de sustituciones simultaneas en varios de los
genes. Esto puede ser debido a que los micoplasmas poseen una elevada tasa de
mutacion, superior a la de las demas bacterias, debido a su diminuto genoma y a
particularidades de su ADN polimerasa, que no posee actividad exonucleasica en el
sentido 3'>5’ (Razin y cols., 1998; Bébéar y cols., 1997). Segun la quinolona utilizada,
se han observado tasas de mutacion comprendidas entre 10° y 10° en diversas
especies de micoplasma (Gruson y cols., 2005), un valor inferior al observado en otros

microorganismos (Evans y Titlow, 1998; Gilbert y cols., 2001). La ocurrencia de
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sustituciones en mas de un gen en el mismo escalon selectivo ha sido descrita
anteriormente (Bébéar y cols., 1998; Reinhardt y cols., 2002b; Gruson y cols., 2005).

La presencia de dos a tres sustituciones simultaneas en la ADN girasa y
topoisomerasa IV llevd a aumentos en la resistencia al norfloxacino, ciprofloxacino y
enrofloxacino comprendidos entre 32 y 256 veces. En otros microorganismos, como
Escherichia coli (Tavio y cols., 1999), Citrobacter freundii (Tavio y cols., 2000), no es
comun la obtencién de mutantes con multiples mutaciones. Esto refuerza la hipotesis de
que las mutaciones en las topoisomerasas desarrollan un papel muy importante en la
adquisicién de elevados niveles de resistencia a las quinolonas, ademas de concordar

con la elevada hipermutabilidad descrita en el género Mycoplasma.

Se observé un comportamiento diferente en las sustituciones en las posiciones 83,
84 y 87 de gyrA segun el agente selector. El norfloxacino solamente seleccioné
sustituciones en la posicion 87, lo que contrasta con lo descrito en mutantes de
Mycoplasma hominis seleccionados con norfloxacino en los que la Unica sustitucion
observada en gyrA fue en la posicién 83 (Bébéar y cols., 1997). Esto nos lleva a suponer
que el norfloxacino actia en puntos diferentes de la topoisomerasa Il en MmmLC y
Mycoplasma hominis. Tanto el ciprofloxacino como el enrofloxacino seleccionaron
sustituciones en cualquiera de las tres posiciones. En una de las selecciones con
ciprofloxacino y en otra con enrofloxacino, la primera sustitucion en gyrA ocurrié en la
posicién 83, mientras en las otras ocurrié simultdineamente en las posiciones 83 y 84.
También se observaron sustituciones de aminoacidos en la posicién 87 en 61-Cip y 58-
Enr. Aunque utilizando ciprofloxacino o enrofloxacino se lograra seleccionar sustituciones
en la posicion 84, cambios de aminoacidos en esta posicidbn parecen no ser muy
frecuentes en los micoplasmas ya estudiados; de hecho, solamente ha sido descrito en
mutantes seleccionados con enrofloxacino en Mycoplasma gallisepticum (Reinhardt vy

cols., 2002a) y esparfloxacino en Mycoplasma hominis (Bébéar y cols., 1998).

Generalmente, se asume como diana principal de una quinolona el gen en el que

ocurre la primera mutacién cuando se seleccionan mutantes (Gruson y cols., 2005); no
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obstante, para afirmar categéricamente cual es en realidad la diana de una quinolona
hay que realizar, ademas de estudios genéticos, estudios de inhibicién de la actividad de
las topoisomerasas (Takei y cols., 2001). En este trabajo no hemos realizado estudios de
inhibicién, asi que nuestros comentarios se realizardn con respecto a los hallazgos en

las secuencias de las topoisomerasas de los mutantes seleccionados.

Con respecto al norfloxacino y ciprofloxacino, la presencia de sustituciones
simultaneas en las dos topoisomerasas no nos ha permitido determinar por que
topoisomerasa hay mas afinidad por parte de estas dos quinolonas. En mutantes de
Mycoplasma hominis seleccionados con norfloxacino también se ha observado esta
situacion (Bébéar y cols., 1998). En Mycoplasma pneumoniae se determind que el
ciprofloxacino posee mayor afinidad por la topoisomerasa IV, basandose en donde
ocurria la primera mutacion (Gruson y cols., 2005). Aunque en la seleccion realizada con
enrofloxacino sobre la cepa 57 ocurrieron sustituciones simultaneas en gyrA, parC y
parE, en la seleccion llevada a cabo en la cepa 58 con enrofloxacino, la primera
mutacién ocurrié en gyrA, que codifica la topoisomerasa Il en ES2, no observandose
sustituciones en otros genes en este escalén. La mayor afinidad del enrofloxacino en
micoplasmas por las diferentes topoisomerasas esta descrita para dos especies,
Mycoplasma gallisepticum y Mycoplasma bovirhinis con base en donde surge la primera
mutacién. Mientras en la primera se describié una mayor afinidad por la topoisomerasa |l
(Reinhardt y cols., 2002b), en la segunda se describi6 por la topoisomerasa IV (Hirose y
cols., 2004). Puesto que MmmLC esta mas cercano filogenéticamente a Mycoplasma
gallisepticum que a Mycoplasma bovirhinis (Johansson y cols., 1998) y la primera
sustitucion ocurre en gyrA, se puede sugerir que en MmmLC el enrofloxacino posee

mayor afinidad por la topoisomerasa Il.

La dificultad en identificar la por que topoisomerasa poseen mayor afinidad el
norfloxacino y ciprofloxacino, ademéas de la aparente discontinuidad de sustituciones
puede ser resultante de la metodologia empleada y de la elevada tasa de mutaciones
evidenciada por los micoplasmas. En otros trabajos se trabaja con colonias

individualizadas, asegurando asi una continuidad genética a lo largo del experimento. Al
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trabajar en medio liquido se obtiene una mezcla de subpoblaciones, las cuales pueden
poseer diferentes sustituciones; al clonar en medio sélido es posible que se seleccione
un mutante con una mutacion diferente de la presentada en el escalén anterior. En un
trabajo anteriormente realizado con Mycoplasma gallisepticum utilizando una
metodologia similar, se observdé una gran variedad de sustituciones en diversos

mutantes obtenidos en el décimo escalon selectivo (Reinhardt y cols., 2002a).

4- Relacién entre sistemas de expulsion activa y mutaciones en las topoisomerasas

La presencia de sistemas de expulsion activa parece desarrollar un importante
papel en la seleccién de mutantes a las quinolonas. Las tablas 1V.36., 1V.38., 1V.40.,
IV.42., y IV.44. relacionan las variaciones en la CMI del norfloxacino, enrofloxacino y
ciprofloxacino con la utilizacidon del ortovanadato y reserpina. En ES2 de 51-Nor, ES1y
ES2 de 61-Cip, 57-Enr y ES1 de 58-Enr no se observaron sustituciones en ninguna de
las topoisomerasas. No obstante, se observaron aumentos de 2 a 64 veces en la CMI de
las diversas quinolonas. Estos aumentos en la CMI estan asociados a la presencia de
sistemas de expulsidn activa que hemos descrito anteriormente. La presencia de estos
sistemas permite a la célula sobrevivir mas tiempo hasta que ocurran sustituciones que
les permitan la supervivencia en concentraciones superiores de antimicrobianos
(Markham y Neyfakh, 2001). La utilizacién de inhibidores de sistemas de expulsion activa
en los mutantes cuyas secuencias hemos estudiado, nos ha permitido observar que su
utilizacion, sobre todo la del ortovanadato, en los escalones en que no se observaron
mutaciones, disminuia la CMI del antimicrobiano hasta valores semejantes a los

observados en la cepa madre.

Se observaron mutantes con el mismo genotipo y susceptibilidades diferentes
(ES1y 2 de 51-Cip, ES3, 4y 5 de 51-Cip, ES4 y 10 de 61-Cip, ES2 y 3 de 58-Enr), lo
gue puede ser explicado por diferencias en la expresion de sistemas de expulsién activa.
Otra explicacion posible es la ocurrencia de mutaciones en otras posiciones que no las

de las QRDR tradicionalmente descritas y fuera de los segmentos que hemos
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amplificado. En un aislado clinico de Mycoplasma hominis resistente a quinolonas se ha
descrito una sustitucion en la posicion 134 relativa a Escherichia coli de parC; no
obstante, su contribucion para el desarrollo de resistencia no pudo ser clarificada
(Bébéar y cols., 2003). En otras bacterias como Ureaplasma spp., sustituciones en
posiciones semejantes han sido descritas; sin embargo, en estos casos tampoco
pudieron ser relacionadas con aumentos en la resistencia a quinolonas (Bébéar y cols.,
2003). Otros mutantes (ES3 y 4 de 57-Enr y ES4 y 5 de 58-Enr), compartian genotipo y
fenotipo, lo que podria indicar que el papel de los sistemas de expulsién activa y posibles

sustituciones fuera de las QRDR es igual.

Asi, podemos concluir que los sistemas de expulsién activa y las mutaciones en
las topoisomerasas desarrollan un papel importante en la adquisicion de resistencia a las
quinolonas, potenciandose entre si. Una primera resistencia de bajo nivel fue conferida
por sistemas de expulsién activa, que protegen la célula bacteriana de concentraciones
elevadas de quinolonas. Posteriormente, resistencias de alto nivel se obtienen por medio
de sustituciones de aminoacidos en las topoisomerasas, cuyo efecto es acumulativo; en
estos mutantes también se observa la presencia de sistemas de expulsion. Los mayores
niveles de resistencia se observaron en mutantes de gyrA, parC y parE. La expresion de
sistemas de expulsiébn en cepas clinicas y la elevada tasa de mutaciones en
micoplasmas pueden ser factores potenciadores de la selecciébn de mutaciones que
confieran resistencia a las quinolonas, por lo que se hace importante una utilizacion

racional de las mismas in vivo.

165



Capitulo IV

Anexo de tablas, gréficos y figuras

CMI (ng/ml) del norfloxacino
Cepa|Madre |ES1 |ES2 [ES3|ES4 |ES5|ES6 | ES7 | ES8 | ES9 | ES10
51 1 2 2 32 | 64 | 256 | 256 | >256 [ >256 | >256 | >256
57 0.5 1 4 (128|128 | 128 | 128 | >256 | >256 | >256 | >256
58 0.5 1 2 2 1128|128 | 256 | 256 | 256 [>256|>256
61 0.5 4 4 16 | 256 | 256 | 256 | >256 | >256 | >256 | >256
65 1 2 4 8 64 | 256 | 256 | >256 | >256 | >256 | >256

Tabla IV.5.- Evolucién de la CMI (ug/ml) del norfloxacino en cada uno de los escalones
selectivos en los cinco procesos de seleccion obtenidos a partir de las cepas 51, 57, 58,
61y 65 de MmmLC. ES- escal6n selectivo.

CMI (pg/ml) del ciprofloxacino

Cepa|Madre| ES1 |ES2 |ES3 |ES4 |ES5| ES6 | ES7 | ES8 | ES9 | ES10
51 0.06 [0.125]| 1 16 | 64 | 64 | 64 |>256|>256|>256|>256
57 0.06 [0.125( 4 8 32 | 256 | 256 [>256|>256 |>256 | >256
58 [0.125| 05 1 1 32 | 256 | 256 | 256 |>256(>256 | >256
61 | 0.125| 0,25 |0,25| 32 | 64 | 256 | 256 | 256 | 256 |>256 | >256
65 [ 0.250 | 0.5 8 16 | 256 | 256 | >256 | >256 | >256 | >256 | 0.250

Tabla IV.6. Evolucién de la CMI (ug/ml) del ciprofloxacino en cada uno de los escalones
selectivos en los cinco procesos de seleccion obtenidos a partir de las cepas 51, 57, 58,
61y 65 de MmmLC. ES- escaldn selectivo.
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CMI (ug/ml) del enrofloxacino

Cepa|Madre| ES1 | ES2 [ES3|ES4 |ES5|ES6 |ES7|ES8|ES9|ES10
51 | 0.125 (0,250 4 16 | 32 [ 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64
57 | 0.125 2 2 32 | 32 |1 32 (32|32 |64 |64]| 64
58 | 0.125 1 2 32 | 64 | 64|64 | 64| 64|64 64
61 | 0.125 1 2 8 16 | 32 | 64 | 128|128 | 128 | 128
65 0.06 [0.125]|0.250| 4 | 32 | 32 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64

Tabla IV.7.- Evolucién de la CMI (ug/ml) del enrofloxacino en cada uno de los escalones

selectivos en los cinco procesos de seleccion obtenidos a partir de las cepas 51, 57, 58,

61y 65 de MmmLC. ES- escalén selectivo.
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CMI (pg/ml)

Cepa NOR| CIP | ENR | OXT | ER |[CF
51 1 |0.06|0125| 0,5 | 0,03 | 2
CL1|{ 2 |0,250( 05| 055 | 0,03 | 2

ES1
CL2( 2 |0,250(0,250| 0,5 | 0,03 | 2
ESo CL1|{ 2 |0,250(0,250| 0,5 | 0,03 | 2
CL2( 2 |0,250(0,250| 0,5 | 0,03 | 2
CL1| 32 4 8 05 |003] 2

ES3
CL2| 32 4 8 05 | 003 ] 2
CL1| 64 4 8 05 | 003 ] 2

ES4
CL2| 64 4 4 05 | 003] 2
CL1| 256 | 32 16 05 | 003 ] 2

ES5
CL2| 256 | 16 16 0,5 |0,015] 2
CL1| 256 | 16 32 0,5 |0,015| 2

ES6
CL2| 256 8 8 05 | 003] 2
CL1| 256 | 16 8 05 (0031

ES7
CL2|>256( 16 8 05 |003]|1
CL1| 256 | 16 8 10,250| 0,03 | 2

ES8
CL2|>256( 32 8 05 | 003]| 2
ESo CL1|>256( 16 16 |0,250( 0,03 | 1
CL2| 256 | 16 8 10,250( 0,03 | 1
CL1|>256( 32 16 |0,250( 0,03 | 2

ES10
CL2| 256 | 16 16 |0,250| 0,03 | 2

Tabla IV.8.- CMI del norfloxacino (NOR), ciprofloxacino (CIP), enrofloxacino (ENR),
oxitetraciclina (OXT), eritromicina (ER) y cloranfenicol (CF) en pg/ml en los dos clones de
cada escaldn selectivo obtenidos a partir de la cepa 51 norfloxacino. ES- escalon
selectivo, CL- clone.
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Quinolonas
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Gréfico IV.1.- Valor medio de la CMI de las quinolonas de los dos clones a lo largo de
los distintos escalones selectivos. Nor- norfloxacino, Cip- ciprofloxacino, Enr-

enrofloxacino. El escaldn 0 corresponde a la cepa madre (51).
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Gréfico IV.2.- Valor medio de la CMI de antimicrobianos no relacionados de los dos
clones a lo largo de los distintos escalones selectivos. Oxt- oxitetraciclina, Er-

eritromicina, Cf- cloranfenicol. El escalon 0 corresponde a la cepa madre (51).

169



Capitulo IV

CMI (pg/ml)
Cepa NOR| CIP [ ENR |OXT| ER |CF
57 0,5 | 0,06 [0,125( 0,5 [ 0,03 | 2
Es1 CL1| 1 |0,125|0,250| 0,5 | 0,03 | 2
CL2| 1 |0,125(0,250| 0,5 | 0,03 | 2
CL1| 4 0,5 1 0,5]0,03]| 2
ES2
CL2| 2 05| 05 |05]|003]| 2
CL1| 128 | 16 16 |05 (0,03 ]| 2
ES3
CL2| 128 | 16 16 | 05 (0,03 | 2
CL1| 128 | 16 16 | 0,5 (0,015| 2
ES4
CL2| 128 | 16 16 | 05 (0,03 ]| 2
CL1| 128 | 16 16 | 05 | 0,03| 2
ES5
CL2| 128 | 16 16 | 05 (0,03 ]| 2
CL1| 256 | 64 16 | 05 (0,03 ]| 2
ES6
CL2| 256 | 64 16 | 05 (0,03 | 2
ES7 CL1(|>256| 128 | 16 | 0,5 | 0,06 | 2
CL2(>256| 128 | 16 | 0,5 | 0,06 | 2
Ess CL1(|>256| 128 | 16 | 0,5 | 0,06 | 2
CL2(>256| 128 | 16 | 0,5 | 0,06 | 2
ESo CL1(|>256| 128 | 16 | 0,5 | 0,06 | 2
CL2(>256| 128 | 16 | 0,5 | 0,06 | 2
CL1(>256| 128 | 16 | 0,5 | 0,06 | 2
ES10
CL2(>256| 128 | 16 | 0,5 | 0,06 | 2

Tabla IV.9.- CMI del norfloxacino (NOR), ciprofloxacino (CIP), enrofloxacino (ENR),
oxitetraciclina (OXT), eritromicina (ER) y cloranfenicol (CF) en pg/ml en los dos clones de
cada escalén selectivo obtenidos a partir de la cepa 57 con norfloxacino. ES- escalon
selectivo, CL- clone.
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Quinolonas
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Gréfico IV.3.- Valor medio de la CMI de las quinolonas de los dos clones a lo largo de
los distintos escalones selectivos. Nor- norfloxacino, Cip- ciprofloxacino, Enr-

enrofloxacino. El escaldn 0 corresponde a la cepa madre (57).
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Gréfico IV.4.- Valor medio de la CMI de antimicrobianos no relacionados de los dos
clones a lo largo de los distintos escalones selectivos. Oxt- oxitetraciclina, Er-

eritromicina, Cf- cloranfenicol. El escalon 0 corresponde a la cepa madre (57).
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CMI (pg/ml)
Cepa NOR| CIP [ ENR |OXT| ER |CF
51 1 | 0,06 |0125|( 05 | 0,03 | 2
Es1 CL1| 1 |0,125|0,250| 0,5 | 0,03 | 2
CL2| 2 |0,250(0,250| 0,5 | 0,03 | 2
CL1| 8 0,5 1 0,5]0,03]| 2
ES2
CL2| 8 1 1 051|003 (| 2
CL1| 64 16 16 |05 (0,03 ]| 2
ES3
CL2| 64 16 16 | 05 (0,03 | 2
CL1| 256 | 64 16 | 05 | 0,06 | 2
ES4
CL2| 256 | 64 16 | 05 (0,06 | 2
Ess CL1| 256 | 256 | 64 | 05| 0,06 | 2
CL2| 256 | 256 | 64 | 0,5 | 0,06 | 2
CL1| 256 | 64 64 | 05| 0,06 |2
ES6
CL2| 256 | 64 64 | 05| 0,06 | 2
ES7 CL1([>256| 256 | 128 1 (0,225] 4
CL2|>256| >256 | 128 1 (0,125] 4
Ess CL1|>256|>256 | 128 1 [0,225] 2
CL2([>256|>256 | 128 | 0,5 |0,125]| 2
ESo CL1|>256|>256 | 128 1 [0,225] 2
CL2|>256| >256 | 128 1 [0,125] 2
CL1|>256|>256 | 128 1 [0,125] 2
ES10
CL2|[>256|>256 | 128 1 [0,225] 2

Tabla 1V.10.- CMI del norfloxacino (NOR), ciprofloxacino (CIP), enrofloxacino (ENR),
oxitetraciclina (OXT), eritromicina (ER) y cloranfenicol (CF) en pg/ml en los dos clones de
cada escalon selectivo obtenidos a partir de la cepa 51 con ciprofloxacino. ES- escalon
selectivo, CL- clone.
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Capitulo IV

Quinolonas
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Gréfico IV.5.- Valor medio de la CMI de las quinolonas de los dos clones a lo largo de
los distintos escalones selectivos. Nor- norfloxacino, Cip- ciprofloxacino, Enr-

enrofloxacino. El escaldn 0 corresponde a la cepa madre (51).
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Gréfico IV.6.- Valor medio de la CMI de antimicrobianos no relacionados de los dos
clones a lo largo de los distintos escalones selectivos. Oxt- oxitetraciclina, Er-

eritromicina, Cf- cloranfenicol. El escalon 0 corresponde a la cepa madre (51).
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Capitulo IV

CMI (pg/ml)

Cepa NOR| CIP [ ENR | OXT | ER |(CF
61 0,5 [0,125(0,125(0,250| 0,03 | 1
Es1 CL1| 2 (0,250(0,250(0,250| 0,03 | 1
CL2| 2 (0,250(0,250(0,250| 0,03 | 1

Eso CL1| 4 (0,125| 0,5 |[0,250| 0,03 | 1
CL2| 4 (0,250(0,250(0,250| 0,03 | 1

Es3 CL1| 64 32 32 (0,250( 0,03 | 1
CL2| 32 16 16 |0,250| 0,03 | 1

Es4 CL1| 256 | 64 32 05 | 0031
CL2| 256 | 32 16 05 | 0031
Ess CL1|>256( 256 | 128 | 0,5 | 0,06 | 1
CL2|>256| 256 | 128 | 0,5 | 0,06 | 1

ES6 CL1|>256| 256 | 128 | 0,5 | 0,06 | 1
CL2|>256( 256 | 128 | 0,5 | 0,06 | 1

Es7 CL1|>256| 256 | 128 | 0,5 | 0,06 | 1
CL2|>256( 256 | 128 | 0,5 | 0,06 | 1

Ess CL1|>256( 256 | 128 | 0,5 |0,125| 2
CL2|>256( 256 | 128 | 0,5 | 0,06 | 2

ESo CL1|>256(>256 | 128 | 0,5 |0,125| 2
CL2|>256( 256 | 128 | 0,5 |0,125| 2
ES10 CL1|>256(>256| 128 | 0,5 | 0,06 | 2
CL2|>256( 256 | 128 | 0,5 | 0,06 | 2

Tabla 1V.11.- CMI del norfloxacino (NOR), ciprofloxacino (CIP), enrofloxacino (ENR),
oxitetraciclina (OXT), eritromicina (ER) y cloranfenicol (CF) en pg/ml en los dos clones de
cada escalon selectivo obtenidos a partir de la cepa 61 con ciprofloxacino. ES- escalon
selectivo, CL- clone.
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Capitulo IV

Quinolonas
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Gréfico IV.7.- Valor medio de la CMI de las quinolonas de los dos clones a lo largo de
los distintos escalones selectivos. Nor- norfloxacino, Cip- ciprofloxacino, Enr-

enrofloxacino. El escaldn 0 corresponde a la cepa madre (61).
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Gréfico 1V.8.- Valor medio de la CMI de antimicrobianos no relacionados de los dos
clones a lo largo de los distintos escalones selectivos. Oxt- oxitetraciclina, Er-

eritromicina, Cf- cloranfenicol. El escalon 0 corresponde a la cepa madre (61).
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Capitulo IV

CMI (pg/ml)
Cepa NOR| CIP | ENR | OXT | ER |CF
57 0,5 | 0,06 |0,125( 0,5 | 0,03 | 2
CL1| 4 |0,250| 2 05 |003]| 2
ES1
CL2| 4 0,5 1 05 |003]| 2
CL1| 4 8 05| 05 |003]| 2
ES2
CL2| 8 4 2 05 003 2
CL1| 64 8 32 05 003 2
ES3
CL2| 64 8 32 05 003 2
Es4 CL1| 64 8 32 |0,250(0,015| 1
CL2| 64 8 32 |0,250(0,015| 1
Ess CL1| 128 | 16 32 |0,250(0,015| 1
CL2| 128 | 16 32 0,5 |0,015| 2
E£S6 CL1| 32 16 32 |0,125(0,015| 1
CL2| 32 16 32 |0,250(0,015| 1
ES7 CL1| 32 16 32 |0,250(0,015| 1
CL2| 32 16 32 |0,125|0,015(0,5
Ess CL1| 32 16 64 (0,125(0,015| 1
CL2| 64 16 64 (0,250(0,015| 1
ESo CL1| 64 16 64 (0,250(0,015| 1
CL2| 64 16 64 (0,125(0,015| 1
CL1| 128 | 32 64 (0,250(0,015| 1
ES10
CL2| 32 16 64 (0,125(0,015| 1

Tabla 1V.12.- CMI del norfloxacino (NOR), ciprofloxacino (CIP), enrofloxacino (ENR),
oxitetraciclina (OXT), eritromicina (ER) y cloranfenicol (CF) en pg/ml en los dos clones de
cada escalon selectivo obtenidos a partir de la cepa 57 con enrofloxacino. ES- escalon
selectivo, CL- clone.
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Capitulo IV

Quinolonas
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Gréfico IV.9.- Valor medio de la CMI de las quinolonas de los dos clones a lo largo de
los distintos escalones selectivos. Nor- norfloxacino, Cip- ciprofloxacino, Enr-

enrofloxacino. El escalén 0 corresponde a la cepa madre (57).
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Gréfico 1V.10.- Valor medio de la CMI de antimicrobianos no relacionados de los dos
clones a lo largo de los distintos escalones selectivos. Oxt- oxitetraciclina, Er-

eritromicina, Cf- cloranfenicol. El escalén 0 corresponde a la cepa madre (57).
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Capitulo IV

CMI (pg/ml)
Cepa NOR| CIP | ENR | OXT | ER [CF
58 0,5 | 0,06 |0,125| 0,5 |0,015]| 2
CL1| 8 (0,250 1 0,5 |0,015| 2
ES1
CL2| 4 0,5 1 0,5 |0,015] 1
CL1| 8 1 2 0,5 |0,015| 2
ES2
CL2| 8 1 1 0,5 |0,015] 2
CL1| 64 16 32 0,5 |0,015] 2
ES3
CL2| 64 16 32 0,5 |0,015] 2
Es4 CL1| 64 16 64 (0,125(0,015| 1
CL2| 64 16 64 (0,250(0,015| 1
CL1| 64 16 64 05 | 003 ] 2
ES5
CL2| 64 16 64 0,5 [0,015] 1
ES6 CL1(|>256| 128 | 64 05 | 003]| 2
CL2| 128 | 32 64 0,5 [0,015] 1
ES7 CL1| 128 | 32 64 (0,250(0,015| 1
CL2| 128 | 32 64 (0,250(0,015| 1
Ess CL1| 128 | 32 64 (0,250(0,015| 1
CL2| 128 | 32 64 (0,250(0,015| 1
ESo CL1| 128 | 32 64 (0,250(0,015| 2
CL2| 128 | 32 64 (0,250(0,015| 1
CL1| 128 | 64 64 (0,250| 0,03 | 2
ES10
CL2| 128 | 64 64 (0,250| 0,03 | 2

Tabla 1V.13.- CMI del norfloxacino (NOR), ciprofloxacino (CIP), enrofloxacino (ENR),
oxitetraciclina (OXT), eritromicina (ER) y cloranfenicol (CF) en pg/ml en los dos clones de
cada escalon selectivo obtenidos a partir de la cepa 58 con enrofloxacino. ES- escalon

selectivo, CL- clone.
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Capitulo IV

Quinolonas
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Gréfico IV.11.- Valor medio de la CMI de las quinolonas de los dos clones a lo largo de
los distintos escalones selectivos. Nor- norfloxacino, Cip- ciprofloxacino, Enr-

enrofloxacino. El escalén 0 corresponde a la cepa madre (58).
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Gréfico 1V.12.- Valor medio de la CMI de antimicrobianos no relacionados de los dos
clones a lo largo de los distintos escalones selectivos. Oxt- oxitetraciclina, Er-

eritromicina, Cf- cloranfenicol. El escalén 0 corresponde a la cepa madre (58).
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Capitulo IV

Norfloxacino

Ciprofloxacino

Enrofloxacino

51 51 61 57
ES1 2 ES1 1 2 ES1 2
ES 2 2 ES 2 1 2 ES 2 2
ES 3 1 ES3 2 1 ES3 2
ES 4 1 ES 4 1 1 ES 4 1
ESS 1 ESS5 1 2 ES5 1
ES6 1 ES 6 1 1 ES 6 1
ES7 2 ES7 1 1 ES7 1
ES 8 2 ES 8 1 1 ES 8 1
ES9 2 ES9 1 1 ES9 1
ES10 2 ES10 1 1 ES10 1

Tabla V.14.- Clones utilizados para los experimentos de este capitulo.
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Capitulo IV

Normal CCcCP Reserpina Ortovanadato
CMI CMI CMI CMI
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Madre | 0,83+0,29 0,83 +0,29 0,83 +0,29 0,50 + 0,00
ES1 1,33+0,58 1,33+0,58 1,00 + 0,00 0,83 +0,29
ES2 1,67 £ 0,29 1,67 £ 0,29 1,67 £ 0,29 1,00 + 0,00
ES3 40,0 £ 17,32 40,0 £ 17,32 40,00 + 17,32 16,67 £ 2,89
ES4 46,67 + 5,77 46,67 £ 5,77 46,67 + 5,77 46,67 + 5,77
ES5 | 136,67 +£28,87 | 136,67 = 28,87 | 115,00 + 27,84 | 103,33 + 31,75
ES10 | 250,67 £9,24 | 250,67 +9,24 | 220,00 + 49,15 | 206,67 + 46,36

Tabla IV.15.- CMI del norfloxacino en medio normal y con inhibidores de sistemas de

expulsién sobre diversos mutantes seleccionados con norfloxacino en la cepa 51. El

resultado es la media con su desviacion estandar.
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Gréfico IV.13.- Efecto de los inhibidores de sistemas de expulsion en la CMI del

norfloxacino sobre diversos mutantes seleccionados con norfloxacino en la cepa 51. N-

medio PH normal, CCCP- con CCCP, Res- con reserpina, Otv- con ortovanadato.
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Capitulo IV

Normal CCcCP Reserpina | Ortovanadato
CMI CMI CMI CMI
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Madre | 0,10+0,00 | 0,10+0,00 | 0,08 + 0,03 0,08 + 0,03
ES1 | 0,15+0,00 | 0,15+0,00 | 0,13 +0,04 0,08 + 0,04
ES2 | 0,17+0,04 | 0,17+0,04 | 0,18 +0,04 0,13+0,04
ES3 | 2,00+0,00 | 2,00+0,00 | 2,00+0,00 1,50+ 0,71
ES4 500+1,41 | 500+1,41 | 3,50+0,71 3,00+1,41
ES5 | 21,33+4,62 | 21,33+4,62 | 16,00 +0,00 | 12,00 + 4,00
ES10 | 14,67+2,31 | 14,67 £2,31 | 12,00 £4,00 | 14,00 + 3,46

Tabla 1V.16.- CMI del ciprofloxacino en medio normal y con inhibidores de sistemas de

expulsién sobre diversos mutantes seleccionados con norfloxacino en la cepa 51. El

resultado es la media con su desviacion estandar.

Grafico 1V.14.- Efecto de los inhibidores de sistemas de expulsién en la CMI del
ciprofloxacino sobre diversos mutantes seleccionados con norfloxacino en la cepa 51. N-

medio PH normal, CCCP- con CCCP, Res- con reserpina, Otv- con ortovanadato.
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Capitulo IV

Normal CCCP Reserpina | Ortovanadato
CMI CMI CMI CMI
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Madre | 0,15+0,05 | 0,15+0,05 | 0,13+0,03 0,12 + 0,06
ES1 | 0,15+0,00 | 0,15+0,00 | 0,15+0,00 | 0,08 + 0,033
ES2 | 0,15+0,00 | 0,15+0,00 | 0,15+ 0,00 0,10 £ 0,00
ES3 | 533+1,15 | 533+1,15 | 533+1,15 2,33+0,58
ES4 533+1,15 | 5,33+1,15 | 5,33+1,15 3,33+£0,58
ES5 |11,67+252 | 11,67+252 | 11,67 £2,52 9,00 = 3,00
ES10 | 13,33+4,62 | 13,33+4,62 | 13,33+4,62 | 12,67 +5,77

Tabla IV.17.- CMI del enrofloxacino en medio normal y con inhibidores de sistemas de

expulsién sobre diversos mutantes seleccionados con norfloxacino en la cepa 51. El

resultado es la media con su desviacion estandar.
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Grafico IV.15.- Efecto de los inhibidores de sistemas de expulsién en la CMI del
enrofloxacino sobre diversos mutantes seleccionados con norfloxacino en la cepa 51. N-

medio PH normal, CCCP- con CCCP, Res- con reserpina, Otv- con ortovanadato.
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Capitulo IV

Norfloxacino Ciprofloxacino Enrofloxacino

Res Otv Res Otv Res Otv

Madre 1,00 | 1,67 1,25 1,25 1,15 1,25
ES1 1,33 | 1,60 1,15 1,88 1,00 1,88
ES2 1,00 | 1,67 1,00 1,31 1,00 | 1,50
ES3 1,00 | 2,40 1,00 1,33 1,00 | 2,29
ES4 1,00 | 1,00 1,43 1,67 1,00 | 1,60
ES5 1,19 | 1,32 1,33 1,78 1,00 | 1,30
ES10 1,14 | 1,21 1,22 1,05 1,00 1,05

Tabla 1V.18.- Variacion de la CMI del norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino en
presencia de los inhibidores con respecto a la determinada en su ausencia sobre la cepa
51 y mutantes seleccionados con norfloxacino. Res- reserpina, Otv- ortovanadato, ND-
no determinado.
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Capitulo IV

Normal CCcCP Reserpina Ortovanadato
CMI CMI CMI CMI
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Madre | 0,83+0,29 0,83 +0,29 0,83 +0,29 0,50 + 0,00
ES1 3,00+1,73 3,00 £1,73 3,00+1,73 1,33+0,58
ES2 8,00 + 0,00 8,00 + 0,00 8,00 + 0,00 5,67 + 2,08
ES3 | 152,00 + 16,97 | 152,00 + 16,97 | 137,00 + 38,18 | 131,00 + 12,73
ES4 | 225,00 £ 21,21 | 225,00 £ 21,21 | 225,00 + 21,21 | 225,00 + 21,2
ES5 240,00 £ 0,00 | 240,00 +0,00 | 240,00 £0,00 | 225,00 + 21,2

Tabla IV.19.- CMI del norfloxacino en medio normal y con inhibidores de sistemas de
expulsién sobre diversos mutantes seleccionados con ciprofloxacino en la cepa 51. El

resultado es la media con su desviacion estandar.
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Gréfico IV.16.- Efecto de los inhibidores de sistemas de expulsién en la CMI del
norfloxacino sobre diversos mutantes seleccionados con ciprofloxacino en la cepa 51. N-
medio PH normal, CCCP- con CCCP, Res- con reserpina, Otv- con ortovanadato.
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Capitulo IV

Normal CCCP Reserpina Ortovanadato
CMI CMI CMI CMI
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Madre | 0,10 £ 0,00 0,10 + 0,00 0,08 + 0,03 0,08 + 0,03
ES1 0,19 + 0,09 0,19 + 0,09 0,19 + 0,09 0,16 + 0,05
ES2 0,67 + 0,29 0,67 + 0,29 0,67 + 0,29 0,35+0,13
ES3 14,67 £ 6,11 14,67 £ 6,11 14,67 £ 6,11 10,67 £ 8,33
ES4 94,67 +47,34 | 94,67 +47,34 | 64,67 49,81 | 64,67 £49,81
ES5 | 122,00 £59,40 | 122,00 + 59,40 | 112,00 + 73,54 | 112,00 + 73,54

Tabla 1V.20.- CMI del ciprofloxacino en medio normal y con inhibidores de sistemas de

expulsién sobre diversos mutantes seleccionados con ciprofloxacino en la cepa 51. El

resultado es la media con su desviacion estandar.
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Gréafico IV.17.- Efecto de los inhibidores de sistemas de expulsion en la CMI del
ciprofloxacino sobre diversos mutantes seleccionados con ciprofloxacino en la cepa 51.

N- medio PH normal, CCCP- con CCCP, Res- con reserpina, Otv- con ortovanadato.
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Capitulo IV

Normal CCcCP Reserpina | Ortovanadato
CMI CMI CMI CMI
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Madre | 0,15+ 0,05 0,15 + 0,05 0,13+ 0,03 0,12 + 0,06
ES1 0,30 + 0,09 0,30 + 0,09 0,30 + 0,09 0,23 + 0,09
ES2 1,50 + 0,87 1,50 + 0,87 1,50 + 0,87 0,67+0,14
ES3 | 11,33+4,16 | 11,33+4,16 | 11,33+4,16 7,33 + 3,06
ES4 14,00 £ 3,46 | 14,00+ 3,46 | 14,00 + 3,46 11,33 +£4,16
ES5 | 64,67 £49,81 | 64,67 49,81 | 64,67 +49,81 | 49,33 + 23,44
ES10 | 92,67 £ 25,48 | 92,67 + 25,48 | 92,67 + 25,48 | 92,67 + 25,48

Tabla 1V.21.- CMI del enrofloxacino en medio normal y con inhibidores de sistemas de
expulsién sobre diversos mutantes seleccionados con ciprofloxacino en la cepa 51. El

resultado es la media con su desviacion estandar.
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Grafico IV.18.- Efecto de los inhibidores de sistemas de expulsién en la CMI del
enrofloxacino sobre diversos mutantes seleccionados con ciprofloxacino en la cepa 51.

N- medio PH normal, CCCP- con CCCP, Res- con reserpina, Otv- con ortovanadato.
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Capitulo IV

Norfloxacino Ciprofloxacino Enrofloxacino

Res Otv Res Otv Res Otv

Madre 1,00 1,66 1,25 1,25 1,15 1,25
ES1 1,00 2,26 1,00 1,19 1,00 1,30

ES2 1,00 1,41 1,00 1,91 1,00 2,24

ES3 1,11 | 1,11-1,16 1,00 1,37 1,00 1,55

ES4 1,00 1,00 1,46 1,46 1,00 1,23

ES5 1,00 1,07 1,09 1,09 1,00 1,31

ES10 ND ND ND ND 1,00 1,00

Tabla 1V.22.- Variacion de la CMI del norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino en
presencia de los inhibidores con respecto a la determinada en su ausencia sobre la cepa
51 y mutantes seleccionados con ciprofloxacino. Res- reserpina, Otv- ortovanadato, ND-

no determinado.
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Capitulo IV

Normal CCcCP Reserpina Ortovanadato
CMI CMI CMI CMI
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Madre | 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 0,75+ 0,35
ES1 2,50+2,12 2,50+2,12 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00
ES2 4,00 £ 0,00 4,00 £ 0,00 3,00+1,41 3,00+1,41
ES3 | 220,00 + 28,28 | 220,00 + 28,28 | 220,00 + 28,28 | 190,00 + 70,71
ES4 205,00+ 7,07 | 205,00 +7,07 | 152,00 + 16,97 | 152,00 = 16,97
ES5 | 248,00 +£11,31 | 248,00 £ 11,31 | 248,00 + 11,31 | 225,00 + 21,21

Tabla IV.23.- CMI del norfloxacino en medio normal y con inhibidores de sistemas de

expulsién sobre diversos mutantes seleccionados con ciprofloxacino en la cepa 61. El

resultado es la media con su desviacion estandar.
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Gréfico IV.19.- Efecto de los inhibidores de sistemas de expulsién en la CMI del

norfloxacino sobre diversos mutantes seleccionados con ciprofloxacino en la cepa 61. N-

medio PH normal, CCCP- con CCCP, Res- con reserpina, Otv- con ortovanadato.
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Capitulo IV

Normal CCcpP Reserpina Ortovanadato
CMI CMI CMI CMI
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Madre | 0,10 £ 0,00 0,10 + 0,00 0,10 + 0,00 0,08 + 0,04
ES1 0,37 £0,18 0,37 +0,18 0,20 + 0,07 0,38 +0,18
ES2 0,40 £ 0,14 0,40+0,14 0,40 £ 0,14 0,23 £ 0,04
ES3 36,00 + 5,66 36,00 £5,66 | 28,00+ 16,97 | 28,00+ 16,97
ES4 81,00+57,98 | 81,00+57,98 | 58,00 + 25,46 | 58,00 £ 25,46
ES5 | 122,00 £59,40 | 122,00 £ 59,40 | 122,00 + 59,40 | 112,00 £73,54

Tabla 1V.24.- CMI del ciprofloxacino en medio normal y con inhibidores de sistemas de

expulsién sobre diversos mutantes seleccionados con ciprofloxacino en la cepa 61. El

resultado es la media con su desviacion estandar.

Gréfico 1V.20.- Efecto de los inhibidores de sistemas de expulsién en la CMI del

ciprofloxacino sobre diversos mutantes seleccionados con ciprofloxacino en la cepa 61.

256+
128+
64+
32+
16+
8

4

2

1
0.54
0.254
0.1254
0.0625-

CMI pg/ml

madre

Ciprofloxacino

1 2 3

4 5

Escalon Selectivo

. N
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N- medio PH normal, CCCP- con CCCP, Res- con reserpina, Otv- con ortovanadato.
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Capitulo IV

Normal CCcCP Reserpina | Ortovanadato
CMI CMI CMI CMI
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Madre | 0,15+ 0,00 0,15 + 0,00 0,15 +,000 0,13+ 0,04
ES1 0,48 + 0,39 0,48 + 0,39 0,35+0,21 0,20 + 0,07
ES2 0,30 + 0,00 0,30 + 0,00 0,30 + 0,00 0,30 + 0,00
ES3 | 50,00 £ 14,14 | 50,00 = 14,14 | 45,00 £ 21,21 | 50,00 + 14,14
ES4 | 50,67 £14,17 | 50,67 £ 14,17 | 50,67 + 14,17 | 45,33 + 25,40
ES5 | 79,33+£41,10 | 79,33 +£41,10 | 79,33 +41,10 | 64,67 + 49,81
ES10 | 92,67 £ 25,48 | 92,67 + 25,48 | 86,00 + 32,19 | 86,00 + 32,19

Tabla 1V.25.- CMI del enrofloxacino en medio normal y con inhibidores de sistemas de
expulsién sobre diversos mutantes seleccionados con ciprofloxacino en la cepa 61. El

resultado es la media con su desviacion estandar.
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Gréfico IV.21.- Efecto de los inhibidores de sistemas de expulsion en la CMI del
enrofloxacino sobre diversos mutantes seleccionados con ciprofloxacino en la cepa 61.

N- medio PH normal, CCCP- con CCCP, Res- con reserpina, Otv- con ortovanadato.
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Capitulo IV

Norfloxacino Ciprofloxacino Enrofloxacino

Res Otv Res Otv Res Otv

Madre 1,00 | 1,33 1,00 1,25 1,00 1,15
ES1 2,50 | 2,50 1,85 1,85 2,40 2,40
ES2 1,33 | 1,33 1,00 1,74 1,00 | 1,00
ES3 1,00 | 1,16 1,28 1,28 1,11 1,11
ES4 1,35 | 1,35 1,40 1,40 1,00 1,11
ES5 1,00 | 1,10 1,00 1,09 1,00 | 1,23
ES10 ND ND ND ND 1,08 1,08

Tabla 1V.26.- Variacion de la CMI del norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino en
presencia de los inhibidores con respecto a la determinada en su ausencia sobre la cepa
61 y mutantes seleccionados con ciprofloxacino. Res- reserpina, Otv- ortovanadato, ND-
no determinado.
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Capitulo IV

Normal CCcCP Reserpina | Ortovanadato
CMI CMI CMI CMI
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Madre | 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 0,50 + 0,00
ES1 9,33+6,11 9,33+6,11 7,33+5,03 4,67 + 3,06
ES2 6,67 + 2,31 6,67 + 2,31 6,00 + 3,46 4,67 + 3,06
ES3 | 114,00+ 12,49 | 114,00 + 12,49 | 80,00+ 0,00 | 72,00 + 13,86
ES4 72,00+13,86 | 72,00+ 13,86 | 72,00 + 13,86 | 42,67 £12,22
ES5 96,00 £ 27,71 | 96,00 +27,71 | 72,00 £ 13,86 | 42,67 £12,22
ES10 | 99,33+25,32 | 99,33+25,32 | 96,00 + 27,71 | 80,00 +24,00

Tabla IV.27.- CMI del norfloxacino en medio normal y con inhibidores de sistemas de

expulsién sobre diversos mutantes seleccionados con enrofloxacino en la cepa 57. El

resultado es la media con su desviacion estandar.

CMI pg/ml

Norfloxacino

. N
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0ty
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Escaldén Selectivo

Grafico IV.22.- Efecto de los inhibidores de sistemas de expulsién en la CMI del
norfloxacino sobre diversos mutantes seleccionados con enrofloxacino en la cepa 57. N-

medio PH normal, CCCP- con CCCP, Res- con reserpina, Otv- con ortovanadato.

193



Capitulo IV

Normal CCcpP Reserpina | Ortovanadato
CMI CMI CMI CMI
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

Madre | 0,10 +0,00 0,10 + 0,00 0,10 £ 0,00 0,10+ 0,00
ES1 0,40+0,14 0,40+0,14 0,38 +0,18 0,23+0,04
ES2 1,00 +£0,87 1,00 + 0,87 0,48 £ 0,23 0,25+ 0,00
ES3 17,33+231 | 17,33+2,31 | 14,00 + 3,46 7,33 = 3,06
ES4 14,00+ 3,46 | 14,00+3,46 | 11,33+4,16 5,67 +2,08
ESS 17,33+231 | 17,33+2,31 | 17,33+2,31 10,00 = 6,00
ES10 | 42,67 +12,22 | 42,67 £12,22 | 42,67 12,22 | 17,33+2,31

Tabla 1V.28.- CMI del ciprofloxacino en medio normal y con inhibidores de sistemas de
expulsién sobre diversos mutantes seleccionados con enrofloxacino en la cepa 57. El

resultado es la media con su desviacion estandar.

Ciprofloxacino

- N

32+ | [ CCCP
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madre 1 2 3 4 5 10

Escaldén Selectivo

Gréafico 1V.23.- Efecto de los inhibidores de sistemas de expulsion en la CMI del
ciprofloxacino sobre diversos mutantes seleccionados con enrofloxacino en la cepa 57.
N- medio PH normal, CCCP- con CCCP, Res- con reserpina, Otv- con ortovanadato.
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Capitulo IV

Normal CCcCP Reserpina | Ortovanadato
CMI CMI CMI CMI
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Madre | 0,18 +£ 0,04 0,18 + 0,04 0,15 + 0,00 0,15 + 0,00
ES1 0,63+0,18 0,63+0,18 0,63+0,18 0,33+0,11
ES2 1,08 + 0,80 1,08 + 0,80 0,63 + 0,20 0,42 +0,14
ES3 | 22,67+8,33 | 22,67+8,33 | 22,67+8,33 | 11,33+4,16
ES4 | 36,00 £ 18,33 | 36,00 £ 18,33 | 30,67 £ 22,03 | 19,33+ 11,37
ESS5 | 42,67 +12,22 | 42,67 £12,22 | 42,67 +12,22 | 36,00 + 18,33
ES10 | 81,33 +40,46 | 81,33 +40,46 | 81,33 +40,46 | 57,33 £ 24,11

Tabla 1V.29.- CMI del enrofloxacino en medio normal y con inhibidores de sistemas de
expulsién sobre diversos mutantes seleccionados con enrofloxacino en la cepa 57. El

resultado es la media con su desviacion estandar.
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Grafico IV.24.- Efecto de los inhibidores de sistemas de expulsién en la CMI del
enrofloxacino sobre diversos mutantes seleccionados con enrofloxacino en la cepa 57.

N- medio PH normal, CCCP- con CCCP, Res- con reserpina, Otv- con ortovanadato.
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Capitulo IV

Norfloxacino Ciprofloxacino Enrofloxacino

Res Otv Res Otv Res Otv

Madre 1,00 | 2,00 1,00 1,00 1,20 | 1,20
ES1 1,27 | 2,00 1,05 1,74 1,00 1,91
ES2 1,11 | 1,43 2,08 4,00 1,71 2,57
ES3 1,43 | 1,58 1,24 2,36 1,00 | 2,00
ES4 1,00 | 1,69 1,23 2,47 1,17 1,86
ES5 1,33 | 2,25 1,00 1,73 1,00 | 1,19
ES10 1,03 | 1,24 1,00 2,46 1,00 1,42

Tabla 1V.30.- Variacion de la CMI del norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino en
presencia de los inhibidores con respecto a la determinada en su ausencia sobre la cepa
57 y mutantes seleccionados con enrofloxacino. Res- reserpina, Otv- ortovanadato, ND-

no determinado.
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Capitulo IV

Normal CCcCP Reserpina Ortovanadato
CMI CMI CMI CMI
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

Madre 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00
ES1 6,67 +£2,31 6,67 +£2,31 4,67 + 3,06 4,67 + 3,06
ES2 6,67 +£2,31 6,67 +£2,31 533+2,31 6,00 £ 2,83
ES3 | 104,00 + 21,63 | 104,00 + 21,63 | 70,67 +12,86 | 62,67 *+ 26,63
ES4 77,33+2,31 77,33 +2,31 62,67 + 26,63 | 49,33 + 23,44
ES5 92,67 +25,48 | 92,67 +2548 | 62,67 +26,63 | 49,33 +23,44
ES10 | 132,00 + 28,35 | 132,00 + 28,35 | 132,00 + 28,35 | 106,67 + 49,69

Tabla IV.31.- CMI del norfloxacino en medio normal y con inhibidores de sistemas de
expulsién sobre diversos mutantes seleccionados con enrofloxacino en la cepa 58. El

resultado es la media con su desviacion estandar.
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Gréfico IV.25.- Efecto de los inhibidores de sistemas de expulsién en la CMI del
norfloxacino sobre diversos mutantes seleccionados con enrofloxacino en la cepa 58. N-
medio PH normal, CCCP- con CCCP, Res- con reserpina, Otv- con ortovanadato.
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Capitulo IV

Normal CCcpP Reserpina | Ortovanadato
CMI CMI CMI CMI
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

Madre | 0,15+ 0,00 0,15+ 0,00 0,15+ 0,00 0,10+ 0,00
ES1 0,50 = 0,00 0,50 + 0,00 0,47 £ 0,06 0,25+ 0,00
ES2 0,47 £ 0,06 0,47 + 0,06 0,43+0,12 0,25+ 0,00
ES3 17,33+231 | 17,33+2,31 | 14,00 + 3,46 8,67+1,15
ES4 26,00+8,72 | 26,00+8,72 | 17,33+2,31 17,33+2,31
ES5 | 19,33+11,37 | 19,33+11,37 | 14,00 + 3,46 9,67 +£5,69
ES10 | 60,00 + 28,28 | 60,00 + 28,28 | 60,00 + 28,28 | 36,00 + 5,66

Tabla 1V.32.- CMI del ciprofloxacino en medio normal y con inhibidores de sistemas de

expulsién sobre diversos mutantes seleccionados con enrofloxacino en la cepa 58. El

resultado es la media con su desviacion estandar.
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Gréafico 1V.26.- Efecto de los inhibidores de sistemas de expulsion en la CMI del
ciprofloxacino sobre diversos mutantes seleccionados con enrofloxacino en la cepa 58.
N- medio PH normal, CCCP- con CCCP, Res- con reserpina, Otv- con ortovanadato.
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Capitulo IV

Normal CCcCP Reserpina | Ortovanadato
CMI CMI CMI CMI
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Madre | 0,20 £ 0,00 0,20 + 0,00 0,20 + 0,00 0,15 + 0,00
ES1 0,67 £ 0,14 0,67 £ 0,14 0,67 £ 0,14 0,47 + 0,06
ES2 1,75+ 1,95 1,75+ 1,95 0,75+ 0,25 0,47 + 0,06
ES3 | 22,67+8,33 | 22,67+8,33 | 22,67+8,33 | 11,33+4,16
ES4 50,67 +9,24 | 50,67 +9,24 | 50,67 +9,24 50,67 £ 9,24
ES5 | 44,00 £ 20,78 | 44,00 = 20,78 | 44,00 = 20,78 | 44,00 + 20,78
ES10 | 81,33+22,03 | 81,33+22,03 | 81,33+22,03 | 73,33+ 11,55

Tabla 1V.33.- CMI del enrofloxacino en medio normal y con inhibidores de sistemas de
expulsién sobre diversos mutantes seleccionados con enrofloxacino en la cepa 58. El

resultado es la media con su desviacion estandar.
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Grafico IV.27.- Efecto de los inhibidores de sistemas de expulsién en la CMI del
enrofloxacino sobre diversos mutantes seleccionados con enrofloxacino en la cepa 58.

N- medio PH normal, CCCP- con CCCP, Res- con reserpina, Otv- con ortovanadato.
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Capitulo IV

Norfloxacino Ciprofloxacino Enrofloxacino

Res Otv Res Otv Res Otv
Madre 2,00 | 2,00 1,00 1,50 1,00 1,33
ES1 1,43 | 1,43 1,06 2,00 1,00 1,43
ES2 1,25 | 1,11 1,09 1,88 2,33 3,7
ES3 1,47 | 1,66 1,24 2,00 1,00 2,00
ES4 1,23 | 1,57 1,50 1,50 1,00 1,00
ES5 1,48 | 1,88 1,38 2,00 1,00 1,00
ES10 1,00 | 1,24 1,00 1,67 1,00 1,11

Tabla 1V.34.- Variacion de la CMI del norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino en
presencia de los inhibidores con respecto a la determinada en su ausencia sobre la cepa
58 y mutantes seleccionados con enrofloxacino. Res- reserpina, Otv- ortovanadato, ND-
no determinado.
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Capitulo IV

51 51 51 51
kDa PM Madre ES3 ES6 ES9 kDa

97

45

30

Figura IV.1.- Electroforesis de las proteinas de membrana de la cepa 51 madre y los
escalones selectivos 3, 6 y 9 de la seleccion con norfloxacino. Las flechas indican las
bandas cuya expresion se ha visto aumentada; por una cuestion de facilidad de
interpretacion solamente se marcaron en la cepa madre y en el mutante del dltimo

escalén. PM- marcador de peso molecular.
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Capitulo IV

51 51 51 51 61 61 61 61
kDa PM Madre ES3 ES6 ES9 Madre ES3 ES6 ES9 PM kDa
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Figura IV.2.- Electroforesis de las proteinas de membrana des las cepas 51 y 61 madre
y los escalones selectivos 3, 6 y 9 de la seleccién con ciprofloxacino. Las flechas indican
las bandas cuya expresion se ha visto aumentada; por una cuestion de facilidad de
interpretacién solamente se marcaron en la cepa madre y en el mutante del ultimo
escalén. PM- marcador de peso molecular.
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Capitulo IV

57 57 57 57
kDa PM  Madre ES3 ES6 ES9 kDa
97
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30

Figura IV.3.- Electroforesis de las proteinas de membrana de la 57 madre y de los
escalones 3, 6 y 9 de la seleccion con enrofloxacino. Las flechas indican las bandas cuya
expresion se ha visto aumentada; por una cuestion de facilidad de interpretacion
solamente se marcaron en la cepa madre y en el mutante del Ultimo escalén. PM-

marcador de peso molecular.
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Capitulo IV

an 100 110 120
B T [ o e T I
ovrd TTCAACAGAS GTTAGAMAAG ATTTCTTAGA ATATGCAATE

130 140 150 160
T N o [ O IR PR
vl AGTGTTATTG TAAGTCGTGC | TTTACCTGAT TTAAAAGATG
-
LCGYRA1A
o 180 130 200
gvrdl GATTAAAACC AGTTCATAGA CGTATTATTT ATGCAATGAL

210 220 230 240
gvrdl COATTTAGGES ATTACTTCAG ATAAACCACL CAAMAAAATCT

250 260 70 280
T [ S e [ P I |

gwd GCTCGTATAG TTGGAGAAGT AATTGGTAAG TACCACCCAC
230 L EA L] iz

B T [ o e [ I
ovd ATGGAGATAG TGCTGTTTAT GAAACAATGS TAAGAATGGC

BEL] 340 350 360
e T I | I P
oA TCAAGAGTTT TCTTATCGTT ATCCTTTAAT AGATIGGTCAT
-
arn 380 EEL] 400

o GOGTAACTTTG GTTCAATTGA TGGTGATGGT GUAGCTGCALR
LCGYRAZ 1

Figura IV.4.- Parte de la secuencia de gyrA con el punto de insercion de los primers
correspondientes.
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Capitulo IV
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e B e
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s | S o
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T e |
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A de | SiEa. o |
AGGTALMGTA

1390
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1470
s R S
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1510
A |

1280
featia | atEe o
AGGGAGATTC
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T [T oy |
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Bt | aEe S|
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1400
T T L T
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O I T
BT A G A8,
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S aid S
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1520
] ]

GATGGTGCTC

BCATTAGMMC

LCGYRB21

Figura IV.5.- Parte de la secuencia de gyrB con el punto de insercidon de los primers

correspondientes.
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Capitulo IV

170 180 1490 200

I [ T IR L T [N O T [ E T ¥ A o Rt |

pars TGAATTTAAC ATTTGATAAA CCTTATAAAA AARATCAGCAAG

LCPARC1.1

210 220 230 240

S [ A T (R (R B |

pars AGTAGTTGGA GAAGTTATTG GTAAATATCA CCCACATGGA

-

230 260 270 280

o I e [ L I i T P [N E T I [ s S|

pars GATAGTTCTA TATATGATGC AATGGTTAGA ATGTCTCAGT
290 200 0 320
e o e [ A

pars GATGAAAAGT TAATATTCCA CTAGTTGATA TGCAAGGAAA
330 2340 3350 360

T I O T L [ T [ RN O (e |

pars TAACGGATCA ATTGATGGTG ATAGCGCTIGC TGCTATGCGT

-

v 230 290 400

S e A [ (U R B |

pars TATACAGAAG CTAGACTTAC AAAAATTTCA AATCTTTTAT

LCPARC2.1

Figura IV.6.- Parte de la secuencia de parC con el punto de insercién de los primers

correspondientes.
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Capitulo IV
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cenied | Erwmd e
TGATATTAAT

1510
| Tt |

1280
I = i S|
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Gtt o] fed e
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P ie ] wiiaii |
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-
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Figura IV.7.- Parte de la secuencia de parE con el punto de insercién de los primers

correspondientes.
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Capitulo IV

50

|-

madre SRALPD
ESY
EZZ L.
ES3 L.
EZS L.
ESMW
50

madre  GEW | GK
ez L
ESZ2
EZ3 L.
ESS
Ezw L

Figura IV.8.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de gyrA de la cepa 51 con la

1]
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il
B I T
I TSDKPHKKS A

. |
| DGH

de diversos escalones selectivos seleccionados con norfloxacino.
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Capitulo IV

420 430 440 450
T T T e e I |
madre ETHDISS1AEL YLWEGDSAGSE SAKTGRMRKFE QAILPLRGKY
EGT.  amas St St e Ramiae Sial o Sietesw Siomicw RSl R Sy
EGI: o i s e dee i e G min S Sih G SAh fine $hd Gt G M S Mma e d
450 470 480 430
T T 1 L T IO
madre  LMYERWWTEAR AFSMNEIKS!l I TAYVGTGIKE ELDLSHLRYK
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I T R I T TS O R S R s
S00
N B
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EGT.  ahmar Mgt St
iR U T

Figura IV.9.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de gyrB de la cepa 51 con la

de diversos escalones selectivos seleccionados con norfloxacino.
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Capitulo IV

o il L 100
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Eod A O S s
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Figura 1V.10.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de parC de la cepa 51 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con norfloxacino.
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Capitulo IV
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Figura IV.11.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de parE de la cepa 51 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con norfloxacino.
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Figura IV.12.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de gyrA de la cepa 51 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con ciprofloxacino.
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Figura 1V.13.- Comparacioén de la secuencia de aminoacidos de gyrB de la cepa 51 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con ciprofloxacino.
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Capitulo IV
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Figura IV.14.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de parC de la cepa 51 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con ciprofloxacino.
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Figura IV.15.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de parE de la cepa 51 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con ciprofloxacino.
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Capitulo IV
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Figura IV.16.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de gyrA de la cepa 61 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con ciprofloxacino.
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Figura IV.17.- Comparacién de la secuencia de aminoacidos de gyrB de la cepa 61 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con ciprofloxacino.
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Figura IV.18.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de parC de la cepa 61 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con ciprofloxacino.
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Figura IV.19.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de parE de la cepa 61 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con ciprofloxacino.
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Figura IV.20.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de gyrA de la cepa 57 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con enrofloxacino.
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Figura IV.21.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de gyrB de la cepa 57 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con enrofloxacino.
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Figura IV.22.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de parC de la cepa 57 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con enrofloxacino.
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Figura IV.23.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de parE de la cepa 57 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con enrofloxacino.
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Figura IV.24.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de gyrA de la cepa 58 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con enrofloxacino.
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Figura IV.25.- Comparacién de la secuencia de aminoacidos de gyrB de la cepa 58 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con enrofloxacino.
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Capitulo IV
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Figura IV.26.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de parC de la cepa 58 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con enrofloxacino.
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Figura IV.27.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de parE de la cepa 58 con

la de diversos escalones selectivos seleccionados con enrofloxacino.
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Capitulo IV

Mutaciones
CMI (ug/ml)
gyrA gyrB | parC | parE
. 61 | 101 86 466
Nor | Cip Enr
47 | (87) (84) | (458)
Madre | 1 0,06 | 0,125 | Arg | Glu Asp | Asn

ES1 2 0,250 | 0,250 | Arg | Glu ND Asp Lys
ES2 2 0,250 | 0,250 | Arg | Glu ND Asp | Asn
ES3 | 32 4 8 | Arg | Lys m Asn
ES4 64 4 8 ND | ND | ND | Asn | Asn
ES5 | 256 | 32 32 | Arg | Lys | SC | Asn | Lys
ES10 | 256 | 16 16 |Cys | Lys| SC | Asn | Lys

Tabla 1V.35.- Alteraciones de aminoacidos en la QRDR de las topoisomerasas de la
cepa 51 seleccionada con norfloxacino y de diversos escalones selectivos y CMIs de
norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino en cada escalén. Entre paréntesis la

numeracion correspondiente en Escherichia coli. ND- no determinado, SC- sin cambios.
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Capitulo IV

Variacion de las CMIs en presencia de Mutaciones
reserpina u ortovanadato gyrA gyrB | parC | parE
Nor Cip Enr 61 | 101 86 466
(47) | (87) (84) | (458)
Madre 1,67 1,25 1,15-1,25 Arg | Glu Asp | Asn
ES1 1,33-1,60 1,15-1,88 1,88 Arg | Glu | ND | Asp | Lys
ES2 1,67 1,31 1,50 Arg | Glu | ND [ Asp | Asn
ES3 2,40 1,33 2,29 Arg [ Lys | ND - Asn
ES4 1,00 1,43-1,67 1,60 Arg | Lys | ND Asn | Asn
ESS5 1,19-1,32 1,33-1,78 1,30 Arg | Lys | sSC Asn Lys
ES10 1,14-1,21 1,05-1,22 1,05 Cys | Lys | sC Asn Lys

Tabla 1V.36.- Variacion de la CMI del norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino y

alteraciones de aminoacidos en la QRDR de las topoisomerasas de la cepa 51

seleccionada con norfloxacino y de diversos escalones selectivos en presencia de

reserpina u ortovanadato y relacion con las mutaciones en las topoisomerasas. Entre

paréntesis la numeracion correspondiente en Escherichia coli. En rojo la variacion

atribuida a la reserpina, en verde la atribuida al ortovanadato y en azul la variacion que

fue igual. ND- no determinado, SC- sin cambios.
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Capitulo IV

Mutaciones
CMI (pg/ml)
gyrA gyrB | parC parE
] 97 98 86 466 467
Nor Cip Enr

(83) | (84) (84) | (458) | (459)

Madre 1 0,06 | 0,125 | Ser | Ala Asn Glu
ES1 1 0,125 | 0,250 | lle | Ala | ND Asn | Lys
ES2 8 0,5 1 lle | Ala | ND Asn | Lys
ES3 64 16 16 lle | Val ND Asn Lys
ES4 256 64 16 lle | val ND Asn Lys
ES5 | 256 | 256 64 lle | val | sC Asn | Lys
ES10 | >256 | >256 | 128 | lle | val | sC lle | Lys

Tabla IV.37.- Alteraciones de aminoacidos en la QRDR de las topoisomerasas de la
cepa 51 seleccionada con ciprofloxacino y de diversos escalones selectivos y CMls de
norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino en cada escalén. Entre paréntesis la

numeracion correspondiente en Escherichia coli. ND- no determinado, SC- sin cambios.
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Capitulo IV

Variaciéon de las CMIs en

Mutaciones
presencia de reserpina u
ortovanadato gyrA gyrB | parC park
Nor Cip Enr 97 | 98 86 466 | 467
(83) | (84) (84) | (458) | (459)
Madre 1,66 1,25 1,15-1,25 | Ser | Ala Asn | Glu
ES1 2,26 1,19 1,30 lle | Ala Asn Lys
ES2 1,41 191 2,24 lle | Ala Asn Lys
ES3 1,11-1,16 1,37 1,55 lle | Val Asn Lys
ES4 1,00 1,46 1,23 lle | Val Asn Lys
ES5 1,07 1,09 1,31 lle | Val Asn Lys
ES10 ND ND 1,00 lle | Val lle Lys

Tabla IV.38.- Variacién de la CMI del norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino y

alteraciones de aminoacidos en la QRDR de las topoisomerasas de la cepa 51

seleccionada con ciprofloxacino y de diversos escalones selectivos en presencia de

reserpina u ortovanadato y relacién con las mutaciones en las topoisomerasas. Entre

paréntesis la numeracién correspondiente en Escherichia coli. En rojo la variacion

atribuida a la reserpina, en verde la atribuida al ortovanadato y en azul la variaciéon que

fue igual. ND- no determinado, SC- sin cambios.
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Capitulo IV

Mutaciones
CMI (ug/ml)
gyrA gyrB | parC parE
] 97 | 98 | 101 86 466 | 467
Nor Cip Enr
(83) | (84) | (87) (84) | (458) | (459)

Madre | 0,5 | 0,125 | 0,125 | Ser | Ala | Glu Asn | Glu
ES1 2 0,250 | 0,250 | Ser | Ala | Glu | ND Asn| | Glu
ES2 4 0,250 | 0,250 | Ser | Ala | Glu | ND Asn| | Glu
ES3 64 32 32 lle | Val | Glu | SC lle Lys
ES4 | 256 64 32 lle | vVal | Glu | ND Asn | Lys
ES5 | >256 | 256 128 lle [ Ala [ GIn | ND Asn | Lys
ES10 | >256 | >256 | 128 lle | Val | Glu | SC Asn Lys

Tabla 1V.39.- Alteraciones de aminoacidos en la QRDR de las topoisomerasas de la
cepa 61 seleccionada con ciprofloxacino y de diversos escalones selectivos y CMls de
norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino en cada escalén. Entre paréntesis la

numeracion correspondiente en Escherichia coli. ND- no determinado, SC- sin cambios.
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Capitulo IV

Variaciéon de las CMIs en

Mutaciones
presencia de reserpinau
ortovanadato gyrA gyrB | parC park
Nor Cip Enr 97 | 98 | 101 86 466 | 467
(83) | (84) | (87) (84) | (458) | (459)
Madre 1,33 1,25 1,15 Ser | Ala | Glu Asn | Glu
ES1 2,50 1,85 2,40 Ser | Ala | Glu ND Glu
ES2 1,33 1,74 1,00 Ser | Ala | Glu Asn Glu
ES3 1,16 1,28 1,11 lle | Val | Glu lle Lys
ES4 1,35 1,40 1,11 lle | Val | Glu Asn Lys
ES5 1,10 1,09 1,23 lle | Ala | GIn ND Lys
ES10 ND ND 1,08 lle | vVal | Glu Asn Lys

Tabla IV.40.- Variacién de la CMI del norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino y

alteraciones de aminoacidos en la QRDR de las topoisomerasas de la cepa 61

seleccionada con ciprofloxacino y de diversos escalones selectivos en presencia de

reserpina u ortovanadato y relacién con las mutaciones en las topoisomerasas. Entre

paréntesis la numeracién correspondiente en Escherichia coli. En rojo la variacion

atribuida a la reserpina, en verde la atribuida al ortovanadato y en azul la variaciéon que

fue igual. ND- no determinado, SC- sin cambios.
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Capitulo IV

Mutaciones
CMI (ug/ml)

gyrA gyrB | parC | parE
97 98 445 86 467
(83) | (84) | (445) | (84) | (459)
Madre | 0,5 | 0,06 | 0,125 | Ser | Ala
ES1 4 |05 1 Ser | Ala
ES2 8 4 2 Ser | Ala
ES3 64 8 32 lle | Val
ES4 64 8 32 lle | Val
ES5 | 128 | 32 64 lle | Val
ES10 | 128 | 32 64 lle | Val

Nor | Cip | Enr

Tabla IV.41.- Alteraciones de aminoacidos en la QRDR de las topoisomerasas de la
cepa 57 seleccionada con enrofloxacino y de diversos escalones selectivos y CMIs de
norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino en cada escalén. Entre paréntesis la
numeracion correspondiente en Escherichia coli. ND- no determinado, SC- sin cambios.

234



Capitulo IV

Variacién de las CMIs en presencia de Mutaciones

reserpina u ortovanadato gyrA gyrB | parC | parE

Nor Cip Enr 97 98 | 445 86 467

(83) | (84) | (445) | (84) | (459)
Madre 2,00 1,00 1,20 Ser | Ala
ES1 1,27-2,00 1,05-1,74 191 Ser | Ala
ES2 1,11-1,43 2,08-4,00 1,71-2,57 Ser | Ala
ES3 1,43-1,58 1,24-2,36 2,00 lle | Val
ES4 1,69 1,23-2,47 1,17-1,86 lle | val
ESS5 1,33-2,25 1,73 1,19 lle | Val
ES10 1,03-1,24 2,46 1,42 lle | val

Tabla 1V.42.- Variacion de la CMI del norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino y

alteraciones de aminoacidos en la QRDR de las topoisomerasas de la cepa 57

seleccionada con enrofloxacino y de diversos escalones selectivos en presencia de

reserpina u ortovanadato y relacion con las mutaciones en las topoisomerasas. Entre

paréntesis la numeracion correspondiente en Escherichia coli. En rojo la variacion

atribuida a la reserpina, en verde la atribuida al ortovanadato y en azul la variacion que

fue igual. ND- no determinado, SC- sin cambios.
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Capitulo IV

Mutaciones
CMI (ug/ml)
gyrA gyrB | parC | parE
) 97 | 98 | 101 86 467
Nor | Cip Enr
(83) | (84) | (87) (84) | (459)
Madre | 0,5 | 0,06 | 0,125 | Ser | Ala | Glu | ND Glu
ES1 4 0,5 1 Ser | Ala | Glu | ND Glu
ES2 8 1 1 lle | Ala | Glu | ND Glu
ES3 64 | 16 32 lle | Ala | Glu | ND Glu
ES4 64 | 16 64 Ser | Ala | Lys | ND Glu
ES5 | 64 | 16 64 | Ser | Ala | Lys | SC Glu
ES10 | 128 | 64 64 lle | Val | Glu | SC Lys

Tabla 1V.43.- Alteraciones de aminoacidos en la QRDR de las topoisomerasas de la
cepa 58 seleccionada con enrofloxacino y de diversos escalones selectivos y CMIs de
norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino en cada escalén. Entre paréntesis la

numeracion correspondiente en Escherichia coli. ND- no determinado, SC- sin cambios.

236



Capitulo IV

Variacion de las CMIs en presencia Mutaciones
de reserpina u ortovanadato gyrA gyrB | parC | parE
Nor Cip Enr 97 98 | 101 86 467
(83) | (84) | (87) (84) | (459)
Madre 2,00 1,50 1,33 Ser | Ala | Glu Glu
ES1 1,43 1,06-2,00 1,43 Ser | Ala | Glu Glu
ES2 1,11-1,25 1,09-1,88 2,33-3,7 lle | Ala | Glu Glu
ES3 | 1,47-1,66 | 1,24-2,00 2,00 lle | Ala | Glu Glu
ES4 | 1,23-1,57 1,50 1,00 Ser | Ala [ Lys Glu
ES5 | 1,48-1,88 | 1,38-2,00 1,00 Ser | Ala | Lys Glu
ES10 1,24 1,67 1,11 lle | Val | Glu Lys

Tabla IV.44.- Variacién de la CMI del norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino y

alteraciones de aminodacidos en la QRDR de las topoisomerasas de la cepa 58

seleccionada con enrofloxacino y de diversos escalones selectivos en presencia de

reserpina u ortovanadato y relacién con las mutaciones en las topoisomerasas. Entre

paréntesis la numeracién correspondiente en Escherichia coli. En rojo la variacion

atribuida a la reserpina, en verde la atribuida al ortovanadato y en azul la variaciéon que

fue igual. ND- no determinado, SC- sin cambios.
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Capitulo IV

Anexo del material

Medio PH sdlido
(Kirchhoff y Rosengarten, 1984)

Este medio consiste en 3 fases, que se mezclan asépticamente:
e Fase A (para 1 litro)

0 Bacto PPLO agar 28 g
o Agua bidestilada 700 ml

0 Ajustar pH a 7,4 y autoclavar a 121 °C 20 minutos para esterilizar

e Fase B (para 1 litro)

0 Extracto fresco de levadura (25% p/v) 18 mi
0 Solucion de Penicilina G (100.000 Ul/ml) 6 ml
0 Solucion de ADN (0.4% p/v) 4,40 ml

0 Agua bidestilada 91 ml

0 Ajustar pH a 7,4 y esterilizar por filtracién en 0,22 um

e Fase C (para 1 litro)

0 Suero de caballo estéril inactivado 178 ml
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Material para SDS-PAGE

e S Buffer (Buffer del gel de separacion): (3M Tris-HCI, pH 8,8)
Tris 36,3 gr
Ajustar pH a 8,8 con HCI 1M + 48,0 ml

Agua destilada hasta 100,0 ml

Preparar en bote autoclavado y guardar en nevera

o C Buffer (Buffer del gel de concentracién): (0,5M Tris-HCI pH 6,8)
Tris 6,0 gr
Agua destilada 40,0 ml
Ajustar pH a 6,8 con HCI 1M + 48,0 ml

Agua destilada hasta 100,0 ml

Preparar en bote autoclavado y guardar en nevera

e Solucién de SDS al 10 %

SDS 5,0 gr
Agua destilada hasta 50,0 ml

Guardar a temperatura ambiente
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Solucién de APS al 1,5%

Ammonium Persulfato 0,15 gr

Agua destilada hasta 10,0 ml

Guardar en nevera (estabilidad de 1 semana)

Solucién al 0,2 % de Azul de Coomassie (solucién madre)

Phast Gel Blue R350 1 pastilla
Agua destilada 80 ml

Agitar 5-10 minutos

Metanol 120 ml

Filtrar y guardar en nevera protegido de la luz (estabilidad de 1-3 semanas)

Solucién al 0,1 % de Azul de Coomassie (para tincién)

Solucién madre de Azul de Coomassie al 0,2 % 100 ml

Acido acético glacial al 20% en agua destilada 100 ml

Guardar en nevera protegido de la luz (estabilidad de 1 semana)
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Solucién decolorante

Metanol 500 ml
Acido acético glacial 100 ml

Agua destilada 400 ml

Guardar protegido de la luz a temperatura ambiente

Gel de separacion al 10 % (para 1 gel en Protean XL)

Solucién de acrilamida 11732 pl

S Buffer 4400 pl

Solucién de SDS al 10% 352 pl
Solucién de APS al 1,5% 1760 pl
Agua destilada 16956

TEMED 10 pl (solo se junta al final)

Agitar manualmente y servir

Gel de concentracion al 4 % (para 1 gel en Protean XL)

Solucién de archilamida 938 pl
C Buffer 1875 pl

Solucién de SDS al 10% 75 pl
Solucién de APS al 1,5% 375 pl
Agua destilada 4238 pl

TEMED 5 pl (juntar solo al final)

Mezclar y servir
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e Tampédn electrolito (0,25M Tris, 1,92M Glicina, 1% SDS) pH 8,3

Tris 60,6 g
Glicina 288,2 g

Afadir 1 litro de agua y mezclar bien

SDS 20 g

Agua destilada hasta 2 litros

Guardar a temperatura ambiente

e Tampodn de electroforesis (24mM Tris, 192mM Gilicina, 0,1% SDS)

Tampon electrolito 500 mli
Agua destilada 4500 ml

Agitar suavemente para no crear espuma y guardar a temperatura ambiente

e Tampodn de secado de geles

Metanol al 40% 200 ml
Acido Acético al 10% 50 ml
Glicina al 3% 15ml

Agua destilada 235 ml
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Material para Extraccién de ADN

e Solucién desnaturalizante

Hidréxido de sodio 2 g
Cloruro de sodio 8,8 g
Agua destilada 100 ml

e Solucién de lisis

tiocianato guanidina 120 g

0,1 M Tris HCI pH 6,4 100 mi

EDTA 0,2 M pH 8,0 22 ml
Triton X-100 2,6 g

e Silica

Silica 60 g
Agua destilada 500 ml

Mezclar bien y decantar al menos 24 horas. Eliminar el sobrenadante.

Agua destilada 500 ml

Mezclar bien y decantar 5 horas. Eliminar parte del sobrenadante. Ajustar pH a
2,0 con HCI concentrado. Distribuir en alicuotas y autoclavar.
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e Tampon de lavado

tiocianato de guanidina 120 g
Tris HCI pH 6,4 100 ml

e Solucion de TAE 50x

Tris 24,2 g
Acido Acético Glacial 15,71 ml
0,5M EDTA pH 8,0 10 ml

e Soluciéon de TAE 1x

TAE 50%x 2 ml
Agua bidestilada 98 ml

e Soluciéon de TE pH 8.0

EDTA 50x 200 pl
Tris HCI 1M pH 8,0 1 ml
Agua bidestilada hasta 100 ml

Autoclavar 15 minutos a 121 °C
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e Tampon TBE 10x

Tris 1089
Acido bérico 55g
EDTA 9,3g

Agua bidestilada para 1 litro

Autoclavar 20 minutos

e Tampodn TBE 1x

TBE 10x 10 ml
Agua bidestilada 90 ml
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Factores como el inéculo empleado, el pH del medio, la presencia o ausencia de
oxigeno ademas del periodo de incubacién, influyen en la determinacion de las
CMIs del enrofloxacino, oxitetraciclina, cloranfenicol, eritromicina, tilosina,
gentamicina y lincomicina sobre MmmLC, mientras la edad del inéculo no

interfiere con su determinacion.

Los macrdlidos, tetraciclinas, fluoroquinolonas y lincomicina poseen un buen
efecto in vitro sobre las cepas clinicas de MmmLC probadas. El tratamiento de
las infecciones por MmmLC con cualquiera de estos antimicrobianos es factible

de tener resultados positivos.

La prevalencia de resistencias en cepas clinicas de MmmLC en las Islas

Canarias no es importante.

El desarrollo de resistencia a una quinolona en MmmLC implica resistencia

cruzada al norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino.

En la seleccion de mutantes resistentes a las quinolonas el ciprofloxacino
seleccioné los mutantes con mayores incrementos en la resistencia al

norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino.

Las cepas clinicas de MmmLC expresan un sistema de expulsion del tipo ATP-

dependiente, el cual puede facilitar la seleccién de mutantes.

Existe un sistema de expulsiéon del tipo ABC responsable de aumentos en la
resistencia a las quinolonas en mutantes seleccionados con norfloxacino,

ciprofloxacino y enrofloxacino.

Las variaciones en las CMIs observadas en presencia del ortovanadato fueron

superiores a las observadas en presencia de la reserpina.
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10.

11.

12.

13.

Se observd el aumenté de la expresidon de una banda de peso molecular
aparente de 59 kDa en los mutantes seleccionados con norfloxacino,
enrofloxacino y ciprofloxacino, y de otra de peso molecular aparente de 39 kDa

en los mutantes seleccionados con norfloxacino y ciprofloxacino.

Las sustituciones de aminodacidos en las topoisomerasas contribuyen a aumentar
la resistencia a las quinolonas. Los genes gyrA, parC y parE son los mas
importantes en el desarrollo de resistencias al norfloxacino, ciprofloxacino y

enrofloxacino en MmmLC.

La existencia de mas de dos sustituciones simultaneas en la ADN girasa y
topoisomerasa IV llevan a incrementos de 32 a 256 veces en las CMIs de
norfloxacino, ciprofloxacino y enrofloxacino, a diferencia de lo que ocurre en
otros géneros y especies, lo que refuerza la hipétesis de un mayor papel de las
topoisomerasas como responsables y esenciales para la adquisicion de altos
niveles de resistencia a las quinolonas, ademas de concordar con la

hipermutabilidad de las especies del género Mycoplasma.

La obtenciéon de mutantes con altos niveles de resistencia a las quinolonas es
rapida en condiciones in vitro. Aunque in vivo las condiciones sean diferentes, es
evidente que la utilizacion de quinolonas en clinica debe de ser ponderada y

cuidadosa.

Los sistemas de expulsion contribuyeron con aumentos de bajo nivel en la
resistencia a las quinolonas y las mutaciones en las topoisomerasas fueron

imprescindibles para alcanzar altos niveles de resistencia.
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Aceite de vaselina

Panreac: 141003.1211

Acetona

Panreac: 131007.1611

Acido acético glacial

Panreac: 131008.1611

Acido Borico

Panreac: 131015.1211

Acido clorhidrico 37%

Panreac: 211020.1611

Acido nalidixico (Nalidixic Acid)

Fluka: 70162

Acrilamida

BIO-RAD: 161-0158

Agarose D-1 low EEO

Pronadisa: 8014

Amonio persulfato

BIO-RAD: 161-0700

|TM

Azul de Coomassie Phast Gel ™ Blue

Amersham Pharmacia Biotech AB: 17-
0518-01

Bacto PPLO Agar

DIFCO: 0412-17-3

Bacto PPLO Broth

DIFCO: 255420

Bromuro de Etidio

Mercury: 5450

CCCP (Carbonyl cyanide m- Sigma: C-2759
chlorophenylhydrazone)
Ciprofloxacino (Ciprofloxacin) Fluka: 17850

Cloranfenicol (Chloramphenicol)

Serva: 16785

Clortetraciclina (Chlortetracycline.HCI)

Serva: 14200

Cloruro de magnesio

Bioline: BIO-21040

Dodecil sulfato de sodio

USB: US 75819

Doxiciclina (Doxycycline hyclate) Fluka: 44577
EDTA Aldrich: S:26-36
Enrofloxacino (Enrofloxacin) Fluka: 17849

Eritromicina (Erythromycin base)

Serva: 21208

Espectinomicina (Spectinomycin.2HCI)

Serva: 35293

Espiramicina (Spiramycin)

Sigma: S-9132

Estreptomicina (Streptomycin sulfate)

Serva: 35500

Etanol absoluto

Panreac: 121086.1211

Gentamicina (Gentamicin sulfate)

Serva: 22185
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Glicina

USB: US 16407

Hidroxido de sodio

AlliedSignal: 30620

Inositol Sigma: 15125
Kit de determinacién de proteinas Sigma: TP0400
Lincomicina (Lincomycin hydrochloryde) Fluka: 62143
Manosa Sigma: M2069

Marcador de pesos moleculares (SDS-

PAGE)

GR Healthcare: 17-0446-01

Marcador de pesos moleculares (PCR) 50-

2000 bp ladder

BIO-RAD: 170-8200

Mercaptoetanol BIO-RAD: 161-0710
Metanol Merck: 1.06009.2511
Norfloxacino (Norfloxacin) Sigma: N9890
Nucledtidos para PCR Applied Biosystems: N808-0260
Ortovanadato Sigma: S6508

Oxitetraciclina (Oxytetracycline.HCI)

Serva: 31357

Placas de microtitulaciéon

Nunc: 268152

Reserpina Sigma: R0875
Rojo fenol Panreac: 131615.1607
Silica (Silicon Dioxide) Sigma: S-5631
Suero de caballo estéril Cambrex: 14-403F
Tampodn de carga (agarosa) Sigma: G-2526

Tampédn fosfato salino

Sigma: P-4417-50

Tampén PCR Bioline: BIO-21040
Taq DNA polimerasa Bioline: BIO-21040
TEMED Sigma: S-37/23 439
Tiocianato de guanidina Fluka: 50990
Tris base USB: US 75825
Triton X-114 Fluka: 93421
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