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iNtroduccióN

Mycoplasma agalactiae es consi-

derado el agente etiológico clásico de

la agalaxia contagiosa, aunque otros

micoplasmas, como Mycoplasma my -

coi des subsp. mycoides LC, Myco-

plasma capricolum subsp. capricolum

y Mycoplasma putrefaciens también

puedan ser responsables de esta en-

fermedad. Este síndrome se encuen-

tra distribuido por todo el mundo y es

responsable de graves pérdidas eco-

nómicas (Bergonier y cols., 1997).

Es un síndrome que afecta a los

pequeños rumiantes, con especial in-

cidencia en cabras. Generalmente se

manifiesta en el momento del parto o

durante la lactación, afectando sobre

todo al tejido mamario, a las articula-

ciones y a los ojos, pudiendo causar

neumonía (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 están prohibi-

das en muchos países. Así, 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

número de agentes que pueden ser

utilizados, puesto que son intrínseca -

mente resistentes a las penicilinas y

beta-lactamicos. Así, se eligen otras

clases de antimicrobianos con distin-

tas dianas. Las quinolonas, que in-

terfieren con la replicación y repara-

ción del AND, y las tetraciclinas, ma-

crólidos y lincosamidas que actúan a

distintos niveles para bloquear la sín-

tesis proteica, son los principales

agentes utilizados para el control de

afecciones por micoplasmas.

En este estudio se pretende la se-

lección de células de Mycoplasma

agalactiae con la susceptibilidad a di-

versas fluoroquinolonas disminuida

para su posterior caracterización.

MateriaL y Métodos

Se utilizaron dos cepas sensibles

a quinolonas de Mycoplasma aga-

lactiae aisladas de casos clínicos en

nuestra unidad. Las quinolonas utili-

zadas para la selección de mutantes

fueron el norfloxacino, ciprofloxacino

y enrofloxacino, obtenidos de Sigma.

También de utilizó oxitetraciclina, clo-

ranfenicol y tilosina para la realización

de los antibiogramas, estos últimos

obtenidos de SERVA.

La determinación de las concen-

traciones mínimas inhibitorias (CMI)

fueron determinadas como se ha des-

crito anteriormente (Hannan, 2000).

seLeccióN 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-
servó un incremento gradual en la resistencia al agente selector, así como
resistencia cruzada a otras fluoroquinolonas. además 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.
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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 microdilución en un vo-

lumen final de 100 µl. A cada pocillo

se añadió 100 µl del mismo medio en

el cual se había diluido previamente

un cultivo fresco de micoplasma para

un total de 2 × 103 – 2 × 105 unidades

con cambios de de color (UCC). Apar -

te se preparó el control positivo y el

control negativo. Se selló la placa y

se incubó a 37 ºC. Las CMIs se leye-

ron el mismo día que el control positi -

vo cambió de color debido al me tabo-

lismo del piruvato, generalmente des-

pués de 24-48 horas de incubación.

La selección de resistencias se re-

alizó en líquido por medio de pases

seriados en concentraciones sub-in-

hibitorias de norfloxacino, ciprofloxa-

cino o enrofloxacino (Bébéar y cols.,

1997). Se preparó una placa con di-

luciones dobles de los agentes se-

lectores y se determinó la CMI (Han-

nan, 2000). El día que el control po-

sitivo cambió de color, se recogieron

los 200 µl del último pocillo en el que

se evidenció el crecimiento y este se

transfirió para 2 ml de medio pH con

la misma concentración de agente

antimicrobiano que el pocillo de ori-

gen. El procedimiento se repitió 10

veces, obteniéndose así 10 escalo-

nes de selección. Posteriormente, se

determinó la susceptibilidad de cada

escalón selectivo al norfloxacino, en-

rofloxacino, ciprofloxacino, tilosina,

oxitetraciclina y cloranfenicol.

resuLtados

A continuación se muestran los re-

sultados obtenidos en los diferentes

pasos del experimento.

En los gráficos 1 y 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 número de es-

calones selectivos. Ese incremento

es más notorio cuando se utilizó el

norfloxacino como agente selectivo y

menos notorio en el enrofloxacino.
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Gráfico 1. Evolución de las CMIs del agente selector (Nor- Norfloxacino, Cip- ciprofloxacino, Enr- enrofloxacino)
según el escalón selectivo en la Cepa 5

La selección de re-
sistencias se realizó
en líquido por medio

de pases seriados 
en concentraciones 

sub-inhibitorias 
de norfloxacino, 
ciprofloxacino o 

enrofloxacino
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Gráfico 2. Evolución de las CMIs del agente selector (Nor- Norfloxacino, Cip- ciprofloxacino, Enr- enrofloxacino)
según el escalón selectivo en la Cepa 7

Figura 1. Comparación de las CMIs de 6 antimicrobianos diferentes sobre el escalón 9 y 10. Se aprecian di-
ferencias de sensibilidad en los pocillos marcados en blanco, con el escalón selectivo 10 creciendo a con-
centraciones de antimicrobianos superiores que el escalón 9. (Nor- Norfloxacino, Cip- ciprofloxacino, Enr-
Enrofloxacino, Oxy- Oxitetraciclina, Tyl- Tilosina, Chl- cloranfenicol)
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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

diversos agentes antimicrobianos so -

bre la cepa original y los escalones

selectivos 5, 7 y 10 de los mutantes

seleccionados con norfloxacino, ci-

profloxacino y enrofloxacino. 

Independientemente de la fluoro-

quinolona utilizada como agente se-

lector, es evidente el incremento de

la CMI del antimicrobiano utilizado

como agente selector además de con

las restantes fluoroquinolonas utiliza-

das en este estudio. 
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cepa
agente
selector

escalón
selectivo

cMi (µg/ ml)

Nor cip enr oxy tyl chl

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



En las resistencias seleccionadas

con norfloxacino se observa un incre -

mento en la CMI de la oxitetracicli na

y tilosina en las dos cepas utiliza das,

mientras solamente se obser va un in-

cremento en la CMI del cloranfenicol

en la cepa 7. 

En la selección de resistencias con

ciprofloxacino en la cepa 7 se obser -

vó un incremento de la resistencia a

la oxitetraciclina y cloranfenicol, pero

un incremento en la susceptibilidad

de la misma a la tilosina.

Cuando se utilizó el enrofloxacino

como agente selector se observó una

disminución 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.

discusióN y coNcLusióN

Los mutantes seleccionados fue-

ron obtenidos más rápidamente con

norfloxacino que con ciprofloxacino y

enrofloxacino, probablemente debido

a una mayor frecuencia de selección,

lo que puede ser reflejo de distintos

mecanismos de acción.

El incremento simultáneo de la re-

sistencia a las diversas fluoroquinolo -

nas se puede explicar en parte por su

mecanismo de acción. Las quinolonas

actúan por inhibición de las topoi so -

merasas bacterianas, con las cuales

interactúan (Drlica y cols., 1997; San-

ders, 2001). Aunque su apetencia por

la topoisomerasa II y IV dependa no

sólo de si es una bacteria gramposi-

tiva o gramnegativa y de cada quino-

lona en particular, la disminución de

la sensibilidad a una de ellas gene-

ralmente implica disminución de la

sensibilidad a otras, en mayor o me -

nor grado, lo que se denomina resis-

tencia cruzada (Sanders, 2001).

Esta disminución de susceptibili-

dad, observada en los mutantes selec -

cionados puede ser debida a mu tacio-

 nes en los genes de las topoisomera -

sas, a un incremento en la expresión

de sistemas de eflujo tal como se ha

descrito en previos trabajos (Raherison

y cols., 2002; Gruson y cols., 2005).

Estos mecanismos pueden ser úni-

cos en una célula o actuar sinérgica-

mente incrementando aún más 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 acción 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 disminución de

la susceptibilidad de algunos de los

mutantes seleccionados a a gentes

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-

presión de sistemas de eflujo, cuya

caracterización desarrollaremos en

trabajos posteriores.

En conclusión, el crecimiento de

Mycoplasma agalactiae en concen-

traciones subinhibitorias de diversas

fluoroquinolonas selecciona células

gradualmente más resistentes a las

mismas. Los mutantes seleccionados

son resistentes a todas las fluoroqui-

nolonas testadas, además de obser-

varse la disminución simultánea de

su susceptibilidad a otros antimicro-

bianos como en algunos de los mu-

tantes. La evaluación de mutaciones

en las topoisomerasas así como el

estudio de la presencia o ausencia

de sistemas de eflujo podrá 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.

BiBLioGraFía

Bébéar, C.M., Bove, J.M., Bébéar,

C., Renaudin, J., 1997. Characteriza -

tion of Mycoplasma hominis muta-

tions involved in resistance to fluoro -

87

u L o s a r t í c u L o s a r t í c u L o s a r t í c u L o s a r t í c u L o s a r t í c u L o s a r t í c u L o s a r t í c u L o s

esta disminución de
susceptibilidad, obser-
vada en los mutantes
seleccionados puede
ser debida a mutacio-
nes en los genes de
las topoisomerasas, a
un incremento en la
expresión de sistemas
de eflujo

dependiendo del me-
canismo de resisten-
cia, las cMis de otros
antimicrobianos no re-
lacionados con las qui-
nolonas se pueden ver
afectadas, debido a la
acción de sistemas de
eflujo que bombean
hacia el exterior del ci-
toplasma bacteriano
moléculas de diferen-
tes antimicrobianos



BioGraFía

quinolones. Antimicrob. Agents Che-

mother. 41, 269-73. 

Bergonier, D., Berthelot X., Pouma-

rat, F., 1997. Contagious agalactia of

small ruminants: current knowledge

concerning epidemiology, diagnosis

and control. Rev. Sci. Tech. 16, 848-

873.

Drlica, K., Zhao, X., 1997. DNA gy-

rase, topoisomerase IV, and the 4-

quinolones. Microbiol. Mol. Biol. Rev.

61, 377-92. 

Gruson, D., Pereyre, S., Charron,

A., Bébéar, C., Bébéar, C.M., 2005.

In vitro development of resistance to

six and four fluoroquinolones in My-

coplasma pneumoniae and Myco-

plasma hominis respectively. Antimi-

crob. Agents Chemother. 49, 1190-

1193

Hannan, P. C., 2000. Guidelines

and recommendations for antimicro-

bial minimum inhibitory concentration

(MIC) testing against veterinary my-

coplasma species. International Re-

search Programme on Comparative

Mycoplasmology. Vet. Res. 31, 373-

395.

Kirchhoff, H., Rosengarten, R., 1984.

Isolation of a motile mycoplasma from

fish. J. Gen. Microbiol. 130, 2439-

2445.

Raherison, S., Gonzalez, P., Re-

naudin, H., Charron, A., Bébéar, C.,

Bébéar, C.M., 2002. Evidence of ac-

tive efflux in resistance to ciproflo-

xacin and to ethidium bromide by My-

coplasma hominis. Antimicrob. Agents

Chemother. 46, 672-679

Sanders, C.C., 2001. Mechanisms

responsible for cross-resistance and

dichotomous resistance among the

quinolones. Clin. Infect. Dis. 32 Suppl

1:S1-8.

Van Bambeke, F., Michot, J.M.,

Van Eldere, J., Tulkens, P.M., 2005.

Quinolones in 2005: an update. Clin.

Microbiol. Infect. 11(4):256-80. 

NuNo t. aNtuNes

Licenciado en Medicina Veterina-

ria por la Universidad de Trás-os-

Montes e Alto Douro (Portugal).

Doctorado en Sanidad Animal

por el Instituto Universitario de

Sanidad Animal de la Universi-

dad de las Palmas de Gran Ca-

naria. Profesor Auxiliar de enfer-

medades parasitarias en la Es-

cuela Universitaria Vasco da Ga -

ma, Coimbra, Portugal. Investi-

gador del Centro de Estudios y

Recursos Naturales, Ambiente y

Sociedad (CERNAS).

Email: nuno.giao101@doctoran-

dos.ulpgc.es

a r t í c u L o s a r t í c u L o s a r t í c u L o s a r t í c u L o s a r t í c u L o s a r t í c u L

88

Patrocinador de esta investigación: 

coMPañía caNaria de 
PieNsos s.a. (caPisa)


