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SELECCION IN VITRO DE RESISTENCIAS A LA FLUOROQUI-
NOLAS EN MYCOPLASMA AGALACTIAE

Para este estudio se seleccionaron cepas de Mycoplasma agalactiae re-
sistentes a las fluoroquinolonas con 3 fluoroquinolonas distintas. Se ob-
servo un incremento gradual en la resistencia al agente selector, asi como
resistencia cruzada a otras fluoroquinolonas. Ademas de esto, descubri-
mos alteraciones en las sensibilidades de agentes antimicrobianos no re-

lacionados.

Mycoplasma agalactiae resistant strains to fluoroquinolones were selected with
3 different fluoroquinolones. A gradual incresase on their resistance to the se-
lective agent was seen, as well as cross resistance to the other fluoroquinolones.
Changes on the susceptibilities to other unrelated antimicrobial compounds were

also seen.

INTRODUCCION

Mycoplasma agalactiae es consi-
derado el agente etioldgico clasico de
la agalaxia contagiosa, aunque otros
micoplasmas, como Mycoplasma my-
coides subsp. mycoides LC, Myco-
plasma capricolum subsp. capricolum
y Mycoplasma putrefaciens también
puedan ser responsables de esta en-
fermedad. Este sindrome se encuen-
tra distribuido por todo el mundo y es
responsable de graves pérdidas eco-
nomicas (Bergonier y cols., 1997).

Es un sindrome que afecta a los
pequeios rumiantes, con especial in-
cidencia en cabras. Generalmente se
manifiesta en el momento del parto o
durante la lactacion, afectando sobre
todo al tejido mamario, a las articula-
ciones y a los ojos, pudiendo causar
neumonia (Bergonier y cols., 1997).

Su control por medio de vacunas
no se ha demostrado totalmente efi-
caz, puesto que las vacunas inactiva-
das no garantizan una buena inmu-
nidad y las atenuadas estan prohibi-
das en muchos paises. Asi, la qui-
mioterapia es, en muchas ocasiones,
el recurso utilizado para su control
(Bergonier y cols., 1997).

La ausencia de pared celular en
los micoplasmas puede disminuir el
numero de agentes que pueden ser

utilizados, puesto que son intrinseca-
mente resistentes a las penicilinas y
beta-lactamicos. Asi, se eligen otras
clases de antimicrobianos con distin-
tas dianas. Las quinolonas, que in-
terfieren con la replicacion y repara-
cion del AND, y las tetraciclinas, ma-
crolidos y lincosamidas que actuan a
distintos niveles para bloquear la sin-
tesis proteica, son los principales
agentes utilizados para el control de
afecciones por micoplasmas.

En este estudio se pretende la se-
leccion de células de Mycoplasma
agalactiae con la susceptibilidad a di-
versas fluoroquinolonas disminuida
para su posterior caracterizacion.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron dos cepas sensibles
a quinolonas de Mycoplasma aga-
lactiae aisladas de casos clinicos en
nuestra unidad. Las quinolonas utili-
zadas para la seleccién de mutantes
fueron el norfloxacino, ciprofloxacino
y enrofloxacino, obtenidos de Sigma.
También de utiliz6 oxitetraciclina, clo-
ranfenicol y tilosina para la realizacion
de los antibiogramas, estos ultimos
obtenidos de SERVA.

La determinacion de las concen-
traciones minimas inhibitorias (CMI)
fueron determinadas como se ha des-
crito anteriormente (Hannan, 2000).
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Generalmente se ma-
nifiesta en el momento
del parto o durante la
lactacion, afectando
sobre todo al tejido
mamario, a las articu-
laciones y a los ojos,
pudiendo causar neu-
monia

Las vacunas inacti-
vadas no garantizan
una buena inmuni-
dad y las atenuadas
estan prohibidas en
muchos paises
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La seleccion de re-
sistencias se realiz6
en liquido por medio

de pases seriados

en concentraciones
sub-inhibitorias

de norfloxacino,
ciprofloxacino o
enrofloxacino

128

CMI pg/mi

0,03125

De un modo simplificado, se hicieron
diluciones dobles, en medio PH (Kir-
choff y Rosengarten, 1984) con 0,5%
de piruvato, 1% de glucosa y rojo de
fenol, de los agentes antimicrobianos
en placas de microdilucién en un vo-
lumen final de 100 pl. A cada pocillo
se anadié 100 ul del mismo medio en
el cual se habia diluido previamente
un cultivo fresco de micoplasma para
un total de 2 x 10°— 2 x 10° unidades
con cambios de de color (UCC). Apar-
te se prepard el control positivo y el
control negativo. Se sell6 la placa y
se incubd a 37 °C. Las CMIs se leye-
ron el mismo dia que el control positi-
vo cambio de color debido al metabo-
lismo del piruvato, generalmente des-
pués de 24-48 horas de incubacion.

La seleccién de resistencias se re-
alizé en liquido por medio de pases
seriados en concentraciones sub-in-
hibitorias de norfloxacino, ciprofloxa-
cino o enrofloxacino (Bébéar y cols.,
1997). Se preparé una placa con di-
luciones dobles de los agentes se-
lectores y se determiné la CMI (Han-
nan, 2000). El dia que el control po-

Cepa s

sitivo cambi6 de color, se recogieron
los 200 pl del ultimo pocillo en el que
se evidencio el crecimiento y este se
transfirié para 2 ml de medio pH con
la misma concentraciéon de agente
antimicrobiano que el pocillo de ori-
gen. El procedimiento se repitié 10
veces, obteniéndose asi 10 escalo-
nes de seleccion. Posteriormente, se
determind la susceptibilidad de cada
escaldn selectivo al norfloxacino, en-
rofloxacino, ciprofloxacino, tilosina,
oxitetraciclina y cloranfenicol.

RESULTADOS

A continuacion se muestran los re-
sultados obtenidos en los diferentes
pasos del experimento.

En los graficos 1y 2 se puede ob-
servar que hay un incremento gra-
dual de la CMI del agente selector
sobre los mutantes seleccionados
asociado a un mayor numero de es-
calones selectivos. Ese incremento
es mas notorio cuando se utilizo el
norfloxacino como agente selectivo 'y
menos notorio en el enrofloxacino.

Nor

0

Escalon selectivo

Grafico 1. Evolucion de las CMIs del agente selector (Nor- Norfloxacino, Cip- ciprofloxacino, Enr- enrofloxacino)
segun el escalon selectivo en la Cepa 5
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Gréafico 2. Evolucién de las CMIs del agente selector (Nor- Norfloxacino, Cip- ciprofloxacino, Enr- enrofloxacino)
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Figura 1. Comparacion de las CMIs de 6 antimicrobianos diferentes sobre el escalon 9 y 10. Se aprecian di-
ferencias de sensibilidad en los pocillos marcados en blanco, con el escalén selectivo 10 creciendo a con-
centraciones de antimicrobianos superiores que el escalén 9. (Nor- Norfloxacino, Cip- ciprofloxacino, Enr-
Enrofloxacino, Oxy- Oxitetraciclina, Tyl- Tilosina, Chl- cloranfenicol)
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CMI (pg/ ml)

Agente Escalon
selector selectivo

5 Original 1 0.0625 0.625 0.250 0.06 4

Nor 5 8 1 <1 0.5 0.125 4

7 8 2 1 0.5 0.06 4

10 128 32 8 0.5 0.250 4

Cip 5 - - - - - -

7 - - - - - -

10 - - - - - -

Enr 5 32 16 16 0.5 0.06 4

7 64 16 32 0.5 0.06 4

10 64 16 32 0.5 0.06 4

7 Original 1 0.06 0.06 0.250 0.06 2

Nor 5 32 16 16 0.250 0.125 2

7 32 16 16 0.5 0.125 4

10 128 32 16 0.5 0.250 4

Cip 5 32 16 16 0.5 0.06 4

7 64 32 16 0.5 0.06 4

10 <64 32 16 0.5 0.06 4

Enr 5 32 16 32 0.5 0.06 4

7 32 16 32 0.5 0.06 4

10 32 16 64 0.5 0.06 4

Tabla 1. CMIs de varios agentes antimicrobianos sobre la cepa original y diversos escalones selectivos

seleccionados con las distintas fluoroquinolonas (Nor- Norfloxacino, Cip- ciprofloxacino, Enr- Enrofloxa-
cino, Oxy- Oxitetraciclina, Tyl- Tilosina, Chl- cloranfenicol)

En la tabla 1. se observa la CMI de Independientemente de la fluoro-

diversos agentes antimicrobianos so - | quinolona utilizada como agente se-
bre la cepa original y los escalones | lector, es evidente el incremento de
selectivos 5, 7 y 10 de los mutantes : la CMI del antimicrobiano utilizado
seleccionados con norfloxacino, ci- | como agente selector ademas de con
profloxacino y enrofloxacino. i las restantes fluoroquinolonas utiliza-

das en este estudio.
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En las resistencias seleccionadas
con norfloxacino se observa un incre-
mento en la CMI de la oxitetraciclina
y tilosina en las dos cepas utilizadas,
mientras solamente se observa un in-
cremento en la CMI del cloranfenicol
enlacepa’.

En la seleccion de resistencias con
ciprofloxacino en la cepa 7 se obser-
vo un incremento de la resistencia a
la oxitetraciclina y cloranfenicol, pero
un incremento en la susceptibilidad
de la misma a la tilosina.

Cuando se utilizé el enrofloxacino
como agente selector se observo una
disminucién en la susceptibilidad a la
oxitetraciclina en ambas cepas y al
cloranfenicol en la cepa 7. No se ob-
servaron cambios en la susceptibili-
dad a la tilosina.

DISCUSION Y CONCLUSION

Los mutantes seleccionados fue-
ron obtenidos mas rapidamente con
norfloxacino que con ciprofloxacino y
enrofloxacino, probablemente debido
a una mayor frecuencia de seleccion,
lo que puede ser reflejo de distintos
mecanismos de accion.

El incremento simultaneo de la re-
sistencia a las diversas fluoroquinolo-
nas se puede explicar en parte por su
mecanismo de accion. Las quinolonas
actuan por inhibicion de las topoiso-
merasas bacterianas, con las cuales
interacttan (Drlica y cols., 1997; San-
ders, 2001). Aunque su apetencia por
la topoisomerasa Il y IV dependa no
s6lo de si es una bacteria gramposi-
tiva o gramnegativa y de cada quino-
lona en particular, la disminucion de
la sensibilidad a una de ellas gene-
ralmente implica disminucién de la
sensibilidad a otras, en mayor o me-
nor grado, lo que se denomina resis-
tencia cruzada (Sanders, 2001).

Esta disminucion de susceptibili-
dad, observada en los mutantes selec-
cionados puede ser debida a mutacio-
nes en los genes de las topoisomera-
sas, a un incremento en la expresion

de sistemas de eflujo tal como se ha
descrito en previos trabajos (Raherison
y cols., 2002; Gruson y cols., 2005).
Estos mecanismos pueden ser uUni-
cos en una célula o actuar sinérgica-
mente incrementando aun mas el
nivel de resistencia (Van Bambeke y
cols., 2005).

Dependiendo del mecanismo de re-
sistencia, las CMIs de otros antimi-
crobianos no relacionados con las qui-
nolonas se pueden ver afectadas, de-
bido a la accion de sistemas de eflujo
que bombean hacia el exterior del ci-
toplasma bacteriano moléculas de di-
ferentes antimicrobianos (Van Bambe-
ke y cols., 2005). La disminucion de
la susceptibilidad de algunos de los
mutantes seleccionados a agentes
no relacionados con las fluoroquino-
lonas como pueden ser el cloranfeni-
col, la oxitetraciclina y la tilosina pue-
de ser debida al aumento de la ex-
presién de sistemas de eflujo, cuya
caracterizacién desarrollaremos en
trabajos posteriores.

En conclusion, el crecimiento de
Mycoplasma agalactiae en concen-
traciones subinhibitorias de diversas
fluoroquinolonas selecciona células
gradualmente mas resistentes a las
mismas. Los mutantes seleccionados
son resistentes a todas las fluoroqui-
nolonas testadas, ademas de obser-
varse la disminucién simultanea de
su susceptibilidad a otros antimicro-
bianos como en algunos de los mu-
tantes. La evaluacion de mutaciones
en las topoisomerasas asi como el
estudio de la presencia o ausencia
de sistemas de eflujo podra ayudar a
comprender los mecanismos de re-
sistencia involucrados en la resisten-
cia adquirida a las fluoroquinolonas
en los mutantes desarrollados en es-
te estudio.
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