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RESUMEN: En los cultivos celulares, los antibidticos se utilizan en el control de las contaminaciones
por micoplasmas. La resistencia antimicrobiana de estos microorganismos aumentan
considerablemente en los Ultimos afios y los antibidticos de eleccion, como las quinolonas, los
aminoglucosidos y las tetraciclinas, disminuyen su efectividad. El objetivo de este trabajo fue
determinar los perfiles de susceptibilidad en cepas de micoplasmas contaminantes en cultivos
celulares. Para esto se utilizaron 11 cepas de micoplasma, obtenidas del diagnostico de
contaminaciones en cultivos celulares y caracterizadas previamente por pruebas bioquimicas y
genéticas. Se determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de las cepas frente a nueve
agentes antimicrobianos que se utilizan en el trabajo rutinario con cultivos celulares y contra especies
de micoplasma contaminantes. Los aislados mostraron susceptibilidad a tetraciclinas: minociclina
(rango de CMI: 0,25-0,5 pg/mL) y oxitetraciclina (rango de CMI: 1-2 pg/mL) y al macrodlido: tilosina
(rango de CMI: 0,25-1 pg/mL); mientras que evidenciaron moderada resistencia a quinolonas:
enrofloxacina (rango de CMI: 4-8 pg/mL) y ciprofloxacina (rango de CMI: 4-8 pg/mL). Un total de
10/11 cepas mostraron resistencia a los aminoglucosidos: neomicina (rango de CMI: 8-16 pg/mL),
gentamicina (rango de CMI: 8-32 pg/mL), kanamicina (rango de CMI: 8-32 pg/mL) y estreptomicina
(rango de CMI: >64 pg/mL). La resistencia antimicrobiana de los micoplasmas debe ser
continuamente monitoreada con vista a minimizar los cambios en la susceptibilidad y mantener
eficacia antimicrobiana frente a la contaminacion.
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ABSTRACT: Antibiotics are used in the control of mycoplasma contaminations in cell cultures. The
antimicrobial resistance of these microorganisms has increased considerably in recent years and the
antibiotics of choice, such as quinolones, aminoglycosides and tetracyclines, have become less
effective. The aim of this work was to determine the susceptibility patterns in strains of mycoplasma
contaminants in cell cultures. Eleven mycoplasma strains, derived from the diagnosis of contamination
in cell cultures and previously characterized by biochemical and genetic tests, were used for this
purpose. It was determined the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of strains against nine
antimicrobial agents used in the routine work with cell cultures and against contaminating
mycoplasma species. Isolates showed susceptibility to tetracyclines: minocycline (MIC range:
0.25-0.5 pg/mL) and oxytetracycline (MIC range: 1-2 pg/mL), and to macrolide: tylosine (MIC range:
0.25-1 pg/mL); while they showed moderate resistance to quinolones: enrofloxacin (MIC range: 4-8
pug/mL) and ciprofloxacin (MIC range: 4-8 pg/mL). A total of 10/11 strains showed resistance to
aminoglycosides: neomycin (MIC range: 8-16 pg/mL), gentamicin (MIC range: 8-32 pg/mlL),
kanamycin (MIC range: 8-32 pg/mL), and streptomycin (MIC range: >64 pg/mL). The antimicrobial
resistance of mycoplasmas should be continuously monitored with a view to minimizing changes in
susceptibility and maintaining antimicrobial efficacy against contamination.
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INTRODUCCION

El cultivo celular juega un papel importante en
la biotecnologia moderna y en el desarrollo de
numerosos proyectos de investigacion (1). La
contaminacién de estos cultivos por hongos y
bacterias es frecuente y tratable; sin embargo, en
ocasiones se produce una contaminacion grave y
persistente por micoplasmas (2).

Los micoplasmas, por ser microorganismos sin
pared celular, no son susceptibles a las
penicilinas y otros antibidticos que actiian en esta
estructura (3). No son susceptibles a las
sulfamidas ni al trimetropin-sulfametoxasol, ya
que no sintetizan acido foélico (4). Sin embargo,
son sensibles a macrolidos, tetraciclinas que
afectan la sintesis de proteinas y a quinolonas,
que inhiben la replicacion celular (5).

Las cepas de Mycoplasmas spp. incrementan la
resistencia antimicrobiana considerablemente en
los tultimos afios y los antibidticos de eleccion,
como las quinolonas, aminoglucosidos y
tetraciclinas  comienzan a  disminuir su
efectividad (6). En la mayoria de las especies de
micoplasma, la resistencia adquirida es debido a
las alteraciones de las enzimas dianas o a la
induccion de los sistemas activos de eflujo (7).

Una de las pruebas de mayor uso para estimar
la susceptibilidad microbiana in vitro es la
concentracion minima inhibitoria (CMI), es decir,
la menor concentracion de agente antimicrobiano
necesario para inhibir el crecimiento de las
bacterias (8). Existen varios métodos para la
determinacion de CMI: método de dilucion en
placa o en caldo que es la prueba de oro de los
ensayos in vitro (9), test de dilucion en agar (9),
método de difusion en disco (10) y el E-test (11).
Sin embargo, para Mycoplasma spp., debido a su
naturaleza ‘’fastidiosa”, al pequefio tamafio de
sus colonias y a los requerimientos nutricionales
especificos para cada especie, en la practica las
pruebas de susceptibilidad se ejecutan
esporadicamente 'y solo en laboratorios
especializados; por este motivo existen pocos
datos sobre los valores de CMI y escasos criterios
armonizados (3,12).

Los micoplasmas son dificiles de erradicar en
cultivos celulares debido a la resistencia a los
antibidticos. Sin embargo, la terapia antibidtica
es una de las principales herramientas para la

desinfeccion de cultivos celulares (12). Por tanto,
el objetivo de este trabajo fue determinar el perfil
de susceptibilidad a diferentes antibidticos para
cepas de micoplasmas contaminantes en cultivos
celulares.

MATERIALES Y METODOS
Cepas de micoplasmas utilizadas

Se estudiaron 11 cepas de micoplasmas,
aisladas de cultivos celulares contaminados, las
cuales forman parte de la coleccion del
laboratorio MYCOLAB (CENSA, Cuba) y se
encuentran conservadas con glicerol a -70°C (13).
Estas cepas se identificaron por pruebas
bioquimicas y ensayos de acidos nucleicos, como
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
especie-especifico (13) (Tabla 1).

Tabla 1. Numero y especies a las cuales
corresponden las cepas de micoplasmas
empleados para el estudio. / Number and species
to which the mycoplasma strains used for the
study correspond.

No Cepas Especies identificadas

1 Mycoplasma orale

2 Mycoplasma orale

3 Mycoplasma orale

4 Mycoplasma hyorhinis
5 Acholeplasma laidlawii
6 Mycoplasma hyorhinis
7 Acholeplasma laidlawii
8 Mpycoplasma arginini
9 Mycoplasma fermentans
10 Mycoplasma fermentans
11 Mycoplasma orale

Antibioticos

Enrofloxacina (Fluka), tilosina (SIGMA),
oxitetraciclina (SIGMA), ciprofloxacina (Fluka),
minociclina (SIGMA), kanamicina (SIGMA),
neomicina (SIGMA), gentamicina (SIGMA) y
estreptomicina  (HIMEDIA). Se prepararon
soluciones stock equivalentes a 1000 pg/mL de
cada compuesto siguiendo las instrucciones del
Instituto de Estandares Clinicos (de sus siglas en
inglés CLSI, Clinical Laboratory Standards
Institute) (14).
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Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La resistencia antimicrobiana de las 11 cepas
de micoplasmas se determiné por el ensayo de
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) (9),
utilizando el método de microdilucion en el
medio Hayflick caldo (15). La concentracion de
los cultivos de cada aislado se ajust6 a 10°
UFC/mL y se corrobor6 mediante conteo de
UFC/mL por diluciones seriadas sobre la base de
10 en medio Hayflick sé6lido (15). Se utilizaron
placas de poliestireno de 96 pocillos de fondo
plano y tapa de baja evaporacion (FALCON
Becton Dickinson). Se realizaron diluciones
sobre la base de dos (64 a 0,025 pg/mL) de los
antibidticos antes mencionados en el medio
Hayflick. A continuacion, se afiadieron a los
pocillos 200 pL de cada dilucién del antibiotico y
100 pL del cultivo de cada aislado a 10°
UFC/mL. Las placas se sellaron e incubaron a
37°C por tres dias. Se realizaron dos réplicas para
cada aislado. Se utiliz6 como control positivo una
linea de pocillos donde se encontraba la cepa en
ausencia de antibidtico; se considero crecimiento
cuando se observo cambio de coloracion (rojo a
amarillo o rojo a fresa intenso). La CMI se
definio la menor concentracion de
antibiotico que inhibid el crecimiento del
microorganismo y en la cual no ocurrié cambio
de coloracién de rojo a amarillo o rojo a fresa
intenso, segiin Hannan (9).

como

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2 se muestran los resultados del
perfil de susceptibilidad in vitro de las 11 cepas
de micoplasmas, procedentes de
celulares frente a nueve agentes antimicrobianos.

Todas las cepas (100 %) resultaron sensibles a
los antibidticos minociclina (rango de CMI:
0,25-0,5 pg/mL) y tilosina (rango de CMI: 0,25 a
1 pg/mL); ocho fueron sensibles a oxitetraciclina
(rango de CMI: 1 a 2 pg/mL) y tres mostraron
CMI equivalente a 2 pg/mL Estos resultados
coinciden con lo reportado por el Comité de
Expertos sobre medicamentos para
veterinarios (16), que recomienda el uso de
macroélidos (tilosina); tetraciclinas
(oxitetraciclinas y minociclina) como
antimicrobianos para la eliminacion de
contaminaciones por micoplasmas.

Las quinolonas son de origen sintético y
constituyen uno de los grupos de antimicrobianos
que mas se utilizan por su eficacia frente a
micoplasmas (17). Su mecanismo de accion
interfiere con la replicacion del ADN por actuar
sobre las topoisomerasas bacterianas, lo cual
lleva a la muerte celular (18). Para los
micoplasmas solamente se describen las
mutaciones en las topoisomerasas y los sistemas

cultivos

usos

de efluyjo como los responsables de la
disminucion de la susceptibilidad a estos
farmacos (19). En este caso, tanto para

Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de los antimicrobianos para cepas de
micoplasmas aisladas de cultivos celulares. / Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of
antimicrobials for mycoplasma strains isolated from cell cultures.

Valor de CMI (Eg/m[_,\)

corte de

sensibilidad
Antimicrobiano (ng/mL) 0125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512
Ciprofloxacina <1 4 2 2 3
Kanamicina <4 1 6 2
Estreptomicina <4 11*
(Gentamicina <4 2 5 4
Tilosina <1 7 |
Oxitetraciclina <4-8 8 3
Enrofloxacina <1 2 2 5
Minociclina <1 4 7
Neomicina <4 7 4

*CMI mayor que 64 ug/mL
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enrofloxacina como ciprofloxacina (quinolonas),
se observo incremento en los valores de CMI
hasta 8 pg/mL por encima del rango 0,125 a 4
pg/mL que refieren Prasad y Lim-Fong (20). La
disminucion de la susceptibilidad a las
quinolonas puede estar daba por el uso frecuente
que tienen estos farmacos en los ultimos afios;
esto implica una presion selectiva sobre las
poblaciones bacterianas lo cual origina cepas
resistentes. Otro aspecto a tener en cuenta en este
resultado, se corresponde con los sistemas de
expulsion activa (19), los cuales son responsables
de bajos niveles de resistencia y pueden actuar
como un primer paso en el comportamiento de
cepas altamente resistentes.

Por otra parte, las tetraciclinas son antibidticos
de amplio espectro y se utilizan para ampliar la
accion y en sinergia a otros micoplasmicidas de
mayor especificidad; internacional,
debido al gran uso de estos antimicrobianos se
describe una alta resistencia surgida como
consecuencia de la adquisicion de genes fet
(tetraciclina) y/o genes otr (oxitetraciclina) por
parte de las bacterias, tanto comensales como
patogenas (18). En tal sentido, los valores de la
CMI para la oxitetraciclina (1-2 pg/mL) y la
minociclina (0,25-0,5 pg/mL) demuestran que
poseen efecto in vitro sobre las cepas en estudio.
Estos resultados se relacionan con los que
obtuvieron Ogawa et al. (21), quienes sefialan
valores de CMI entre 0,016-2 pg/mL.

Los agentes antimicrobianos, pertenecientes al
grupo de los aminoglucésidos, exhibieron las
siguientes valores de CMIs: neomicina (rango de
8 a 16 pg/mL), kanamicina (rango de 4 a 32 pg/
mL), gentamicina (rango de 8 a 32 pg/mL),

a nivel

estreptomicina (>64 pg/mL). Como se puede
apreciar, ocurrié incremento en los valores de
CMI, lo cual evidencia la presencia de cepas
resistentes a estos farmacos. Estos resultados
coinciden con los datos propiciados por Hannan
(22) que encontraron resistencia multiple a los
aminoglicosidos en una cepa de Mycoplasma
fermentans. Este resultado en los cultivos
celulares puede ser debido a la exposicion a
estreptomicina y otros aminoglucésidos durante
los intentos de eliminar las infecciones
bacterianas de los cultivos de células.

Una de las dificultades en las pruebas de

susceptibilidad microbiana, como la
determinacion de CMI para micoplasmas, es la
ausencia de consenso en cuanto a los

procedimientos, lo cual afecta notablemente la
comparacion de los resultados. Para una misma
especie, como M. gallisepticum, es posible
emplear diferentes medios de cultivo, FM4, Frey,
Friis o Hayflick. Ademas, la carencia de cepas
para el control de calidad también afecta la
comparacion entre los resultados de diferentes
laboratorios (16,19,23).

La Tabla 3 agrupa a los diferentes
antimicrobianos de acuerdo al comportamiento
de las cepas y su clasificacion como sensibles,
medianamente resistentes y resistentes. Las cepas
de micoplasmas fueron susceptibles a los
farmacos de la familia de los macrélidos y las
tetraciclinas; en cambio, mostraron
resistencia moderada a quinolonas
resistencia a los aminoglucosidos.

El fenotipo de multiple resistencia a
antimicrobianos se puede definir
resultado de una combinacién de mecanismos y

una

las y

como el

Tabla 3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMIs) de los antibidticos usados en este estudio. /
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the antibiotics used in this study.

Susceptibilidad Familia de Firmacos Farmacos Rango de valores de la CIM

Susceptible Tetraciclinas Minociclina 0,25-0,5 pg/mL
Oxitetraciclina 1-2 pg/mL

Macrolidos Tilosina 0,25-1 pg/mL
Moderadamente resistente Quinolonas Enrofloxacina 4-8 pg/mL
Ciprofloxacina 4-8 pg/mL
Resistente Aminoglucosidos Neomicina 8-16 pg/mL
Gentamicina 8-32 ug/mL
Kanamicina 8-32 ug/mL
Estreptomicina > 64 ng/mL
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reacciones por parte de la célula bacteriana que
tiene como consecuencia la disminucion de
susceptibilidad a multiples antimicrobianos
(9,23). Algunos loci cromosomales, tales como
marRAB, soxR y rob, controlan la expresion de
multiples genes, de manera que son capaces de
desatar en la célula bacteriana cambios
queinfluyen en los niveles de resistencia a
diferentes antimicrobianos (23).

Los micoplasmas no poseen pared celular y los
sistemas de expulsion activa, responsables del
desarrollo de resistencia a las quinolonas, poseen
como sustrato a otros antimicrobianos como los
aminoglucosidos, lo que puede explicar que
desarrollen un fenotipo de multiple resistencia a
los antimicrobianos (21).

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 y se
potencian entre si (18). Los resultados en este
trabajo coinciden con lo sefialado por estos
autores, pues se evidencia una resistencia
marcada a los aminoglucosidos unido a niveles
de resistencia moderados frente a las quinolonas.

La Tabla 4 relaciona el comportamiento de las
cepas en cuanto a la  susceptibilidad
antimicrobiana. Los criterios de clasificacion en
susceptibles, moderada resistencia y resistencia
se realizdo segin los criterios de Hannan (9),
quien baso dicha clasificacion en
correspondencia con los valores obtenidos por
CMlIs.

Estos resultados evidencian que las cepas de
micoplasmas, derivadas de cultivos celulares
contaminados, pueden variar en cuanto a su
susceptibilidad. Esto propicia que los farmacos
disponibles no inhiban el crecimiento de todas las
especies de micoplasmas y, por tanto, la seleccion
y aplicacion de antibidticos pueden convertirse
en un problema como practica para evitar
posibles contaminaciones por micoplasmas.

La mejor opcion para tratar cultivos celulares
contaminados con Mycoplasma
eliminacion y reemplazo por otros -cultivos
nuevos y frescos libres de Mycoplasma spp., pero
esto no es siempre posible y una practica comun
es el uso de antibidticos (13). En varios estudios
(12,24,25) se reporta que la resistencia a
antibioticos puede ser inducida con bastante
facilidad para micoplasmas y se advierte sobre el
uso indiscriminado y continuo de una variedad de
antibioticos en los cultivos celulares como
medida profilactica. Tal practica podria resultar
en el desarrollo de cepas de micoplasmas
resistentes a antibidticos y persistentes (26).

Las vias para adquirir la resistencia en las
cepas de Mycoplasma spp. se relacionan con la
fuente de su procedencia. Algunos de los
componentes que se utilizan como suplementos
en los medios de cultivos celulares, como es el
caso del suero tiene como fuente un origen
animal, donde se hace uso de antibioticos para el
control de la salud. Estos antibidticos constituyen
una fuerza para la seleccion de cepas que
adquieren resistencia (27,28).

spp. es su

Tabla 4. Frecuencia de cepas sensibles a los antimicobrianos./ Frequency of antimicrobial sensitive
strains.

Puntos de cortes (ng/mL)

No. de cepas sensibles/ Total

Antimicrobiano  criterios (9)

S | R
Tilosina <1 >1 11/11
Oxitetraciclina ~ <4-8 <8 > 8 11/11
Gentamicina <4 8 >16 0/11
Ciprofloxacina <1 <2 >16 4/11
Enrofloxacina <1 >1 2/11
Kanamicina <4 8 >16 1/11
Estreptomicina <4 8-16 >32 0/11
Minociclina <1 <4 >32 11/11
Neomicina <4 8 >16 0/11
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El presente estudio permitié determinar los
valores de la CMI para los agentes
antimicrobianos que se utilizan en el trabajo
rutinario con cultivos celulares y contra especies
de micoplasmas contaminantes de estos, los
cuales estan en correspondencia con los valores
que se describen a nivel mundial (29,30). El
conocimiento de los valores de CMI son de gran
utilidad para su aplicacion en el tratamiento de
los cultivos celulares contaminados y para
realizar ajustes a las dosis, acorde a estos datos.
Las cepas de micoplasmas procedentes, de
contaminaciones en cultivos celulares, presentan
resistencia antimicrobiana a los aminoglucésidos
y quinolonas. La susceptibilidad antimicrobiana
de especies de micoplasmas debe ser
continuamente monitoreada con el objetivo de
minimizar los cambios en la susceptibilidad y
mantener eficacia antimicrobiana frente a la
contaminacion.
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