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RESUMEN

Los micoplasmas son los microorganismos mas pequeios de vida
libre, presentan un didmetro en promedio de 300 nm, estan limita-
dos por una membrana y carecen de pared celular. No muestran
susceptibilidad a la penicilina y otros antibiéticos que actian a ni-
vel de la pared celular. Los micoplasmas son susceptibles a anti-
bidticos de amplio espectro, los cuales sélo inhiben su multiplica-
cién, pero no los matan. Objetivo: Evaluar la actividad in vitro de
vancomicina, colistina, nistatina (VCN) y ciprofloxacino contra
micoplasmas de interés médico con la finalidad de valorar si no in-
terfieren en su metabolismo, lo cual permita su aislamiento. Ma-
terial y métodos: La concentracion inhibitoria minima fue deter-
minada por el método de inhibicién metabdlica en microplacas de
96 pozos. Resultados: Se obtuvieron las concentraciones inhibi-
torias minimas en las especies de micoplasmas evaluadas (ug/mL),
para VCN (3.3, 7.5, 12.5) y ciprofloxacino (0.1-1 para Mycoplas-
ma fermentans 'y Mycoplasma pneumoniae) y (1-10 para Myco-
plasma penetrans). Conclusién: La viabilidad que presentaron
los micoplasmas evaluados en presencia de estos compuestos per-
mite considerar su adicién al medio de cultivo cuando se requiera
el aislamiento a partir de muestras clinicas.

Palabras clave: Vancomicina, colistina, nistatina, VCN,
ciprofloxacino, micoplasmas, viabilidad.

INTRODUCCION

Las dificultades que presenta el aislamiento de
micoplasmas y ureaplasmas a partir de muestras
clinicas se deben a las exigencias nutricionales de
estos microorganismos y al desarrollo invasor de

ABSTRACT

Mycoplasmata are the smallest free-living microorganisms,
being about 300 nm in diameter. They are bound by a triple-
layered membrane, and unlike conventional bacteria, do not
have a rigid cell wall. Hence, they are not susceptible to peni-
cillins and other antibiotics that act on this structure. They
are, however, susceptible to a variety of other broad-spec-
trum antibiotics, most of which only inhibit their multiplica-
tion and do not kill them. Objective: The activity in vitro of
vancomycin, colistin, nistatin (VCN) and ciprofloxacin
against mycoplasmata species was analyzed in this study,
with the purpose to make their isolation possible. Material
and methods: The MIC were determined by the metabolic in-
hibition method performed in 96-well microtiter plates. Re-
sults: MIC of the mycoplasmata species tested (ug/mL) were
obtained for VCN (3.3, 7.5, 12.5) and ciprofloxacin (0.1-1
Mycoplasma fermentans and Mycoplasma pneumoniae) and
(1-10 Mycoplasma penetrans). Conclusions: The viability of
the mycoplasmata evaluated in presence of the antibiotics al-
lows considering its addition to the cultures medium when
isolation of clinical samples is required.

Key words: Vancomycin, colistin, nistatin, VCN,
ciprofloxacin, mycoplasmata, viability.

la abundante flora saprofita.! En 1964, Thayer-
Martin formularon un medio selectivo adicionado
con antibidticos como agentes inhibidores: Van-
comicina, colistina y nistatina (VCN), permitien-
do asi el correcto aislamiento de las neisserias pa-
tégenas dentro de las 24 horas, con una ausencia
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casi total de contaminantes. La vancomicina inhi-
be microorganismos Gram positivos, impidiendo
la biosintesis de la pared celular, uniéndose al
fragmento D alanina- D alanina del pentapétido
que genera y sustenta la interconexién entre las
cadenas poliméricas fundamentales de la cubierta
bacteriana. La colistina inhibe Gram negativos
actuando a nivel de las membranas celulares don-
de causa su disrupcién por un efecto surfactante.
La nistatina suprime el crecimiento de hongos,
desorganizando su membrana celular, uniéndose
a los esteroles de la pared, generando la salida de
iones intracelulares.?3

Ciprofloxacino es un derivado quinolénico que
se caracteriza por presentar un nucleo piperazinico
en la posicién 7 del anillo quinolénico, que es el
que le confiere actividad antipseudomonas y un
atomo de fldor en la posicién 6 que, de acuerdo a
estudios de estructura-actividad, le entrega una
mayor eficacia contra agentes patdgenos Gram ne-
gativos y amplia discretamente el espectro de ac-
cién hacia los gérmenes Gram positivos. El efecto
antibacteriano del ciprofloxacino se debe princi-
palmente a la capacidad de bloquear la actividad
de una enzima esencial para las bacterias, la ADN-
girasa (topoisomerasa). Este antimicrobiano tam-
bién parece ser capaz de provocar dafio en la
membrana celular con la posterior pérdida del con-
tenido celular de las bacterias. Este mecanismo de
accién hace que el ciprofloxacino sea mas potente
que otras quinolonas y le permite tener un amplio
espectro de accién bactericida. Presenta cierta acti-
vidad frente a Plasmodium falciparum, micobacte-
rias, rickettsias y micoplasmas. Siendo considera-
dos como resistentes Nocardia asteroides 'y Urea-
plasma urealyticum.*>

Los micoplasmas y ureaplasmas son un grupo
de microorganismos que exhiben caracteristicas
morfoldgicas, metabdlicas y moleculares muy par-
ticulares. Su importancia ha generado interés en el
estudio de enfermedades relacionadas con el hu-
mano, ya que durante la practica clinica diaria se
relacionan con enfermedades tanto agudas como
cronicas, que en ciertas ocasiones llegan a térmi-
nos fatales. Se han detectado en diversos sitios
anatomicos, tanto en sujetos con diferentes padeci-
mientos como en individuos sanos. Su presencia

se ha observado en tracto respiratorio, tracto geni-
tourinario, trastornos articulares, biopsias gastroin-
testinales y en complicaciones neurolégicas.® Es
importante mencionar que el aislarlos es dificil de-
bido a sus requerimientos nutricionales y por la
presencia de flora que acompaiia a las muestras, lo
que interfiere en su viabilidad. Por tanto, el objeti-
vo del presente trabajo es estudiar la actividad in
vitro de VCN vy ciprofloxacino contra micoplas-
mas de interés médico con la finalidad de valorar
si no interfieren en su metabolismo, lo cual permi-
ta su aislamiento.

MATERIAL Y METODOS

Material biolégico: Mycoplasma fermentans, Myco-
plasma pneumoniae y Mycoplasma penetrans fueron
proporcionadas por el cepario del Laboratorio de Mi-
coplasmas del Centro de Investigaciones Microbiol6-
gicas del Instituto de Ciencias de la Benemérita Uni-
versidad Auténoma de Puebla.

Cultivo de los micoplasmas: Los micoplasmas
se cultivaron en caldo Eaton (65 mL de agua desti-
lada, 2 g de base para micoplasmas DIFCO Labo-
ratories, 1 mL de rojo de fenol al 0.4%, 10 mL de
dializado de levadura, 25 mL de suero de caballo
Hy Clone, 200 Ul/mL de penicilina), incubandose
a 37 °C bajo condiciones aerobias. La concentra-
cién del inéculo (1 x 106 UFC/mL) se ajust6 por
medio de diluciones decimales.

Agentes antimicrobianos: Se prepard solucién
stock del inhibidor VCN (Bioxon) a una concen-
traciéon de vancomicina 33 ug, colistina 75 ug y
nistatina 125 unidades/mL en medio de cultivo Ea-
ton y solucién stock de ciprofloxacino (Bayer) a
una concentracién de 1 mg/mL en medio de culti-
vo Eaton. Las soluciones se dejaron a prueba de
esterilidad a 37 °C durante 24 horas, descartando
con esto el posible vire inespecifico del medio de
cultivo Eaton por la presencia de VCN vy cipro-
floxacino.

Prueba de susceptibilidad: La prueba se realizo
en microplacas de titulacion de 96 pozos, en la pri-
mera columna se colocaron 150 uL de la solucién
stock del inhibidor VCN y de la columna dos a la
siete se colocaron 135 uL. de medio de cultivo Ea-
ton, y a partir de la columna uno se realizaron di-
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luciones decimales. En las siete columnas se adi-
cionaron 50 uL de cultivo de Mycoplasma fermen-
tans con una concentracién entre 10° y 10°® UFC/
mL. Se incluyeron tres pozos con medio de cultivo
Eaton libre de VCN (100 uL cada uno), adicionan-
doles 50 uL de cultivo de Mycoplasma fermentans
con una concentracién entre 10° y 10% UFC/mL
(estos pozos indican el momento en que se debe
leer la prueba). Tres pozos con 150 uL de solucion
stock (estos pozos representan el control de VCN,
para verificar si no se presenta vire inespecifico en
el medio de cultivo Eaton). Se incluyeron tres po-
zos mds como control de medio de cultivo Eaton
(150 uL cada uno). Las placas se incubaron a 37
°C y se interpretd la prueba en el momento cuando
los pozos que contienen el medio de cultivo Eaton
libre de VCN mads cultivo bacteriano presentd el
vire del indicador de pH. A continuacion se resem-
braron 5 pL en agar Eaton de cada una de las
muestras e incubaron a 37 °C durante ocho dias,
diariamente se revisaron al microscopio estereos-
copico con la finalidad de hacer el recuento de
UFC/mL. Con la solucién stock de ciprofloxacino
se realizé el mismo esquema de trabajo, y las ce-
pas de Mycoplasma pneumoniae y Mycoplasma
penetrans se evaluaron de la misma forma.

RESULTADOS

El inhibidor VCN permiti6 la viabilidad de Mycoplas-
mas fermentans, Mycoplasma pneumoniae y Myco-
plasma penetrans a una concentracion de 3.3 g de
vancomicina, 7.5 g de colistina y 12.5 unidades
de nistatina por mililitro de caldo Eaton. El estudio
microscopico de las resiembras en agar Eaton re-
veld que las tres especies de micoplasmas presen-
taron crecimiento colonial > 1 x 10° UFC/mL a
partir de una concentracién de 0.15 pug de vanco-
micina, 0.35 pg de colistina y 0.6 unidades de nis-
tatina por mililitro de caldo Eaton.

La evaluacién de la actividad in vitro de cipro-
floxacino mostré diferentes valores en la concen-
tracion inhibitoria minima (CIM) en las tres espe-
cies de micoplasmas (Cuadro I).

El estudio microscépico de las resiembras mos-
traron que M. fermentans y M. pneumoniae tienen
crecimiento colonial > 1 x 10 UFC/mL a partir de
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la concentracién 0.01 ug/mL de ciprofloxacino, M.
penetrans presentd crecimiento > 1 x 10 UFC/mL
a partir de la concentracion de 0.1 pg/mL de ci-
profloxacino.

DISCUSION

El evaluar la actividad in vitro de VCN y cipro-
floxacino contra micoplasmas de interés médico
brinda la posibilidad de suplementar al medio de
cultivo para micoplasmas con estos compuestos,
facilitando su aislamiento a partir de muestras
clinicas.

En presencia de VCN presentaron viabilidad
Mycoplasma fermentans, Mycoplasma pneumo-
niae y Mycoplasma penetrans, y no interfirié sig-
nificativamente en su actividad metabdlica ya que
estos microorganismos no cuentan con las molécu-
las blanco donde hace efecto este inhibidor, razén
por la cual se consider6 en el presente trabajo.? No
obstante, es importante sefialar que a concentra-
ciones iguales o superiores a 33 ug de vancomici-
na, 75 g de colistina y 125 unidades de nistatina
por mililitro los micoplasmas se inhibieron, lo cual
no favoreci6 su viabilidad y, por consiguiente,
condiciona un aislamiento minimo o nulo.

Las fluorquinolonas presentan diferentes niveles
de actividad contra micoplasmas, tal es el caso de
BAY 12-8039 que cuenta con potente actividad
contra microorganismos Gram positivos, Gram ne-
gativos y anaerobios.”® A una concentracién de
0.5 pug/mL inhibe a Mycoplasma pneumoniae,
Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis,
Mycoplasma fermentans, Mycoplasma penetrans y
Ureaplasma urealyticum, excepto Mycoplasma
hominis PG21 resistente a fluorquinolonas.® Diver-

Cuadro I. Actividad in vitro de ciprofloxacino.

CIM (ug/mL)
Rango CMI,
M. fermentans 0.1-1.0 0.5
M. pneumoniae 0.1-1.0 0.5
M. penetrans 1.0-10.0 5.0
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Cuadro II. Reportes de actividad in vitro de ciprofloxacino contra micoplasmas.

Micoplasma Rango (ug/mL) Rango (ug/mL) Rango (ug/mL) Rango (ug/mL)
M. pneumoniae 1.00-2.00 0.50-2.00 1-10 *

M. fermentans 0.25 0.06-0.25 1 *

M. penetrans 0.25-1.00 0.12-0.25 * 0.039-0.625
M. hominis 0.50-2.00 0.50-2.00 1 *

M. genitalium 1.00-2.00 1.00-2.00 1-10 *
(Referencia) (10) (11,12 (13) (14)

* No reportado en referencias.

sos trabajos reportan variacién en la susceptibili-
dad de micoplasmas en presencia de ciprofloxaci-
no (Cuadro II), donde se debe considerar el sitio
anatomico del aislamiento, la zona geografica del
hospedero, y/o el esquema de antibidticos que se
le prescribi6 al paciente.'%1* Los datos obtenidos
en el presente trabajo se encuentran dentro de los
rangos reportados.

Los estudios in vitro e in vivo en mutantes de
Mycoplasma hominis resistentes a fluorquinolo-
nas plantean que las mutaciones estdn asociadas
con alteraciones en los genes gyrA, gyrB o parC
que codifican la topoisomerasa II, molécula que
es blanco de las fluorquinolonas,!3-!7 ademas se
han descrito aislamientos clinicos resistentes a
fluorquinolonas por la acciéon de una “bomba”
que reduce la acumulacién intracelular de quino-
lonas y de compuestos estructuralmente no rela-
cionados, incluyendo diferentes clases de antibi6-
ticos, antisépticos, bromuro de etidio y acriflavi-
na.!®20 En relacién a lo expuesto, consideramos
que Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma fer-
mentans 'y Mycoplasma penetrans pueden com-
partir estas caracteristicas con Mycoplasma homi-
nis, explicando asi los resultados reportados en el
presente trabajo.

El pH en el medio de cultivo condiciona varia-
ciones en la susceptibilidad de Mycoplasma pneu-
moniae en presencia de azitracina, claritromicina y
eritromicina, a un pH de 7.8 la susceptibilidad se
presenta en un rango de 0.001-0.03 pg/mL y a un
pH 6.9 en un rango de 0.015-0.25 pg/mL, es de-
cir, que los macrdlidos a niveles bajos de pH (6.0-
6.5) presentan menor efectividad.?!?

Es importante mencionar que determinar la sus-
ceptibilidad de micoplasmas y ureaplasmas contra
antibidticos resulta dificil, ya que los cultivos no
muestran turbidez y el inéculo no se estandariza
facilmente.

CONCLUSION

La viabilidad que presentaron Mycoplasma pneu-
moniae, Mycoplasma fermentans y Mycoplasma
penetrans en presencia de VCN y ciprofloxacino
permite considerar la adicion de estos compuestos
al medio de cultivo cuando se requiera el aisla-
miento de estos micoplasmas a partir de muestras
clinicas. Cabe sefialar que ya se ha implementado
esta propuesta en el laboratorio y los resultados
han sido satisfactorios, en comparacion con los es-
casos aislamientos realizados en el medio libre de
VCN vy ciprofloxacino.
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