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Antibiotic resistance and the mechanisms of its development
in the case of Mycoplasma hovis infection in cattle

Summary

Mycoplasma bovis is the smallest known bacterium that does not have a cell wall. It is therefore resistant
to some antibiotics that inhibit the synthesis of the cell structure. Little is known about the mechanisms of
antibiotic resistance in M. bovis, since it has no plasmids and there are insufficient data about the role of the
biofilm formation by these bacteria. Previous studies have shown that the development of antibiotic resistance
is due to gene mutations. Antibiotics generally considered as effective against M. bovis infection are macrolides,
fluoroquinolones, tetracyclines, lincosamides, aminoglycosides, and chloramphenicol. Several recent studies,
however, indicate that the efficacy of tetracyclines, macrolides, and lincosamides has diminished. Increased
resistance to erythromycin, spectinomycin, and tilmicosin, antibiotics commonly used in the treatment of
M. bovis infections, has also been reported. Among field strains of M. bovis no resistance or rare resistance has
only been observed for enrofloxacin, florfenicol, tylosin, and tulathromycin. Considering the rapidly growing
antibiotic resistance of the isolated strains of M. bovis, it is necessary to search for alternative compounds that

could effectively inhibit these bacteria.

Keywords: Mycoplasma bovis, antibiotic resistance, antibiotics

Bakterie z rodzaju Mycoplasma naleza do klasy
Mollicutes, nie posiadajg $ciany komorkowej i cha-
rakteryzujg si¢ niskg zawartoscig zasad G+C. Sg to
najmniejsze ze znanych bakterii o bardzo prymityw-
nej budowie genomu. Najmniejszy genom posiada
Mycoplasma genitalium liczacy ok. 580 kpz, nato-
miast — dla porownania — genom Escherichia coli
ma wielko$¢ ok. 5 Mpz (6, 19). Natomiast M. bovis,
jedna z najwazniejszych mykoplazm bydlecych, ma
ok. 1 Mpz (28). Fakt, ze bakterie te posiadajg bardzo
maty genom, gwarantuje im daleko idgcg zmiennos¢,
objawiajgcg si¢ m.in. fatwym powstawaniem pojedyn-
czych mutacji obejmujacych nie tylko poszczegolne
geny, ale mogacych obejmowaé nawet caly genom
(19). Mycoplasma bovis to drugi, najbardziej patogen-
ny u bydla gatunek z rodzaju Mycoplasma zaraz po
Mycoplasma mycoides ssp. mycoides SC wywolujacej
szczegoblnie niebezpieczng dla tego gatunku zwierzat
zaraz¢ plucng bydta (CBPP) (18). W zwalczaniu za-
kazen M. bovis za mozliwe do stosowania uwaza si¢
takie antybiotyki, jak: makrolidy, fluorochinolony,
tetracykliny, linkozamidy, aminoglikozydy 1 chlo-
ramfenikol (14), jednak o rzeczywistej skutecznosci

poszczegbdlnych przedstawicieli kazdej z wymienio-
nych grup in vivo mozna wnioskowac jedynie orien-
tacyjnie, tj. na podstawie ich badania w warunkach in
vitro. Nalezy jednak pamigta¢, ze roznice te moga by¢
znaczace, ograniczajac tym samym skuteczne stoso-
wanie antybiotykoterapii w praktyce. W warunkach
naturalnych w organizmie zwierzecia bytuja rozne
gatunki drobnoustrojéw. M. bovis wystepuje czesto
w Scistej zaleznosci z bakteriami zwlaszcza z rodzaju
Pasteurella 1 Haemophilus, ktore odgrywaja wazng
rol¢ w rozwoju i patogenezie syndromu oddechowego
bydta (BRD) (3). Takie zjawisko wystepuje czesto,
zwazywszy na ubikwitarny charakter tej bakterii i jej
udzial w zakazeniach r6znych grup wiekowych zwie-
rzat w stadach bydta, dlatego tez po wprowadzeniu jej
do stada wolnego od zakazenia, np. za posrednictwem
nowo zakupionych zwierzat —nosicieli, jest ona trudna
do eliminacji. Powodem tego jest ztozony charakter
chorob wywotywanych przez t¢ bakteri¢, a w szcze-
g6Inosci czeste komplikacje 1 infekcje towarzyszace.
Ponadto przy ograniczonej liczbie skutecznych an-
tybiotykéw problem ten nabiera jeszcze wigkszego
znaczenia (4).
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Minimalne stgzenie antybiotyku hamujace wzrost
drobnoustroju (MIC) mozna okre$li¢ za pomocg me-
tody seryjnych rozcienczen na podtozu ptynnym lub
metody seryjnych rozcienczen na podtozu statym.
Parametr ten pozwala na zaklasyfikowanie badanych
szczepOw jako wrazliwe, umiarkowanie wrazliwe lub
oporne na dany antybiotyk. Brak wystandaryzowanych
procedur na okreslenie MIC antybiotykéw za pomoca
wyzej wymienionych metod dla drobnoustroj ow klasy
Mollicutes powoduje wystgpowanie réznic w warto-
sciach MIC oraz w interpretacji wynikéw pochodza-
cych z poszczegolnych laboratoriow (9).

Ogo6lnie mykoplazmy sa oporne na antybiotyki
B-laktamowe, takie jak penicyliny i cefalosporyny, co
wynika z braku typowej dla bakterii wlasciwych $ciany
komorkowej, na ktorg te leki dziatajg. Pojawia si¢ tez
opornos¢ na inne, powszechnie stosowane antybiotyki,
np. fluorochinolony (16). Badania Siugzdaite i wsp.
(24) dowodza, ze tylozyna i tulatromycyna moga
by¢ z powodzeniem stosowane w leczeniu zespotu
oddechowego bydla (BRD). Wspomniani autorzy,
w odréznieniu od Aylinga i wsp. (2) oraz Nicholasa
(16), wykazali, ze nie stwierdza si¢ obecnie narastaja-
cej opornosci mykoplazm w stosunku do tych zwigz-
kow. Tylozyna jest znanym od dawna antybiotykiem
makrolidowym hamujacym w komorce bakteryjnej
proces translokacji poprzez hamowanie jednostki 50S
rybosomu. Z kolei tulatromycyna jest potsyntetycznym
antybiotykiem makrolidowym, z grupy triamilidow,
charakteryzujacym sie Wydluzonym czasem dziatania
(do 9 dni w odniesieniu do najwazniejszych patogenow
uktadu oddechowego u bydta). Spowodowane jest to
wystepowaniem trzech grup aminowych w strukturze
zwigzku (10). W komorce wiaze si¢ z rybosomalnym
RNA bakterii, hamujac proces biosyntezy bialka.
Niektore szczepy M. bovis pochodzace z Anglii wytwo-
rzyty opornos$¢ na wiele lekow przeciwbakteryjnych,
takich jak: makrolidy, linkozamidy, aminoglikozydy
oraz tetracykliny. Niepokojacy jest fakt, ze mozna
u tych bakterii wywotaé antyblotykoopornosc in vitro,
prowadzac hodowle na poziomie ponizej pozmrnu MIC
dla wszystkich lekow przeciwbakteryjnych, rowniez
fluorochinolonéw i makrolidéw nowe;j generacji (3,4).

Ostatnio w badaniach in vitro obserwuje si¢ stop-
niowe narastanie opornosci mykoplazm wystepuja-
cych u bydta na antybiotyki stosowane w leczeniu
zakazen powodowanych przez te drobnoustroje,
tj.: erytromycyne, spektynomycyne, linkomycyng
1 tylmikozyne (2, 3, 7, 8, 11, 22, 27). Erytromycyna
zaliczana jest do naturalnych antybiotykéw makro-
lidowych wytwarzanych przez Saccharopolyspora
erythraea (26). Makrolidy te zawieraja C,, , rdzen
laktamowy. Mechanizm ich dziatania polega na bloko-
waniu biosyntezy biatka poprzez odwracalne wigzanie
z podjednostka 50S rybosomu i zaburzaniu procesu
wydtuzania tancucha polipeptydowego. Wykazano
tez, ze omawiane antybiotyki makrolidowe wykazuja
dziatanie synergistyczne z uktadem odpornosciowym
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zwierzat poprzez wzmocnienie aktywnosci fagocytow.
Spektynomycyna z kolei jest antybiotykiem z grupy
aminoglikozydow. Jej dziatanie polega na hamowaniu
biosyntezy biatka w komorce bakteryjnej, gdzie taczy
si¢ z podjednostka 30S rybosomu. Oproécz mykoplazm
antybiotyk ten wykazuje silne dziatanie bakterioboj-
cze roOwniez na inne bakterie Gram-ujemne, takie jak
Escherichia coli oraz Salmonella i Pasteurella sp. (21).
Ponadto spektynomycyna w potaczeniu z linkomycyna
(preparat Linco-Spectin) posiada znacznie silniejsze,
o charakterze addycyjnym, dzialanie bakteriobojcze
na mykoplazmy (1). Natomiast tylmikozyna jest po6t-
syntetycznym antybiotykiem makrolidowym dziataja-
cym gléwnie bakteriostatycznie, a dopiero w duzych
stezeniach wykazuje wlasciwosci bakteriobojcze (21).

Sredni poziom opornos$ci mykoplazm zaobserwo-
wano w stosunku do oksytetracykliny i chlorotetra-
cykliny (8, 22). Zwiazki te naleza do antybiotykdéw
tetracyklinowych, ktorych mechanizm dziatania polega
na zahamowaniu translacji RNA poprzez blokowanie
jednostki 30S rybosomu i procesow fosforylacji (10).
Oksytetracyklina wytwarzana przez Streptomyces
rimosus (26) wykazuje szerokie spektrum dziata-
nia. Poza dziataniem bakterlostatycznym posiada
tez whasciwos$ci antyoksydacyjne i1 przeciwzapalne.
Stosowana jest w formie chlorowodorku lub dwuwo-
dzianu (17). Natomiast chlorotetracyklina (aureomycy-
na) wytwarzana jest przez Streptomyces aureofaciens
1 podobnie jak oksytetracyklina moze by¢ stosowana
w postaci chlorowodorku (10, 26).

Brak opornosci lub oporno$¢ sporadycznie wystepu-
jaca zaobserwowano w badaniach odnosnie do M. bo-
vis w warunkach in vitro jedynie dla enrofloksacyny
1 florfenikolu (7, 8, 11, 22). Enrofloksacyna zaliczana
do flurochinolonow wykazuje szerokie spektrum
dziatania. Hamuje aktywno$¢ enzymu — gyrazy DNA
warunkujacej zwijanie podwdjnej nici DNA. W efekcie
transkrypcja DNA 1 biosyneteza bialek bakteryjnych
zostaja zahamowane. Natomiast florfenikol jest syn-
tetycznym antybiotykiem o szerokim spektrum dzia-
tania, hamujacym biosyntezg biatek drobnoustroju na
poziomie rybosomalnym (10).

Badania dowiodty, ze Mycoplasma bovis moze
nabywac¢ opornos¢ na antybiotyki w drodze mutacji
genow kodujacych enzymy (20). Oporno$¢ na niektore
antybiotyki mogg powodowac np. mutacje punktowe
w genie parC regionu quinolone resistance-determinig
region (QRDR), dajac w rezultacie oporno$¢ na flu-
orochinolony (12, 23). Natomiast mutacja punktowa
w genie Gyr A, ktory rdwniez wystepuje w regionie
QRDR, powoduje powstanie sredniego poziomu wraz-
liwosci na fluorochinolony (12).

U niektérych bakterii, w tym rowniez mykoplazm,
mniejsza wrazliwos¢ na warunki srodowiskowe (na-
stonecznienie, wzrost temperatury otoczenia, obnizona
wilgotnos¢, dziatanie antybiotykow) wigzac si¢ moze
ze zdolnoscig tych mikroorganizméw do tworzenia
biofilmu. Uwaza si¢, ze bakterie, ktore bytuja w formie
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biofilmu, sg $rednio o 10 do 1000 x bardziej oporne
na dzialanie antybiotykéw niz w zwyktych warunkach
(13). Tworzenie biofilmu przez mykoplazmy zostato
po raz pierwszy zbadane przez McAuliffe i wsp.
w 2006 1. (15). Dowiedli oni, ze rowniez M. bovis jest
zdolna do formowania biofilmu, jednakze w przypad-
ku tego gatunku mykoplazm jego wplyw na wartos$¢
MIC ocenianych antybiotykow nie miat az takiego
znaczenia jak poczatkowo oczekiwano. Wykazano
jedynie, Ze stosowanie oksytetracykhny w kilkukrot-
nie zwigkszonych powyzej MIC dawkach powoduje
zauwazalne zmniejszenie wielko$ci ochronnej otocz-
ki polisacharydowej tworzonej z udzialem biofilmu
przez M. bovis. Ponadto wykazano, ze M. bovis nie
posiada plazmidow, ktore sg powszechnie uznawane
za narzedzie umozliwiajgce horyzontalny transfer
genow u bakterii oraz ewolucje genomu w kierunku
powstawania opornosci na antybiotyki (5).

Wazrastajacy zakres opornosci drobnoustrojow na
antybiotyki (tab. 1) oraz kontrowersje zwigzane z ich
dotychczasowym nie zawsze wlasciwym, stosowa-
niem w praktyce klinicznej wymusity potrzebe; po-
szukiwania nowych, alternatywnych metod i lekow do
zwalczania infekcji, w tym zwlaszcza na tle M. bovis.
Jednym z kierunkéw poszukiwan jest badanie nowych,
niskoczasteczkowych zwigzkéw chemicznych posia-
dajacych zdolno$¢ hamowania wzrostu tych bakterii,
jak tez dzialanie nastawione na bardziej precyzyjny
dobdr dawki i czasu podawania leku. Wykorzystanie
niskoczasteczkowych zwigzkdéw chemicznych utatwic
moze w przyszto$ci prowadzenie ekologicznej hodowli
zwierzat, ktora przez to bedzie bardziej bezpieczna
i efektywna. Badania prowadzone ostatnio przez
Soehnlena i wsp. (25) pokazaly, ze 32 sposrod 480
przebadanych zwigzkéw chemicznych jest zdolnych
do zahamowania wzrostu omawianych bakterii. Do
dalszych badan wybrano 7 zwigzkoéw chemicznych,
m.in. dihydrotachysterol, kwas L-asparaginowy i kwas
metanosulfonowy. Wykazano tez, ze poziom zahamo-
wania wzrostu drobnoustrojow jest zalezny od podanej
dawki zwigzku.

Reasumujac, mykoplazmy ze wzgledu na swoje
charakterystyczne cechy budowy, tj. brak $ciany ko-
morkowej, pozostaja niewrazliwe na okreslone grupy
antybiotykéw (penicyliny, cefalosporyny), ktorych
mechanizm dziatania wigze si¢ z hamowaniem synte-
zy biatek strukturalnych tej czesci komorki. Ponadto
fakt, ze bytujg one w roznych uktadach i narzadach
zwierzat, czgsto w koinfekcji z innymi bakteriami
chorobotwoérczymi i wirusami dodatkowo utrudnia
dziatanie zwykle dostatecznie skutecznych antybio-
tykow. Niewiele wiadomo o mechanizmach antybio-
tykoopornosci M. bovis, gdyz brak u niej plazmidow,
ktore powszechnie uznawane sg za kluczowe w jej
powstawaniu u innych gatunkéw bakterii. Z kolei
biofilm przez nie tworzony nie ma az takiego zna-
czenia w opornosci na antybiotyki, jak ma to miejsce
u innych bakterii o podobnych zdolnosciach. Obecnie
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Tab. 1. Wartosci MICS0 dla M. bovis wybranych antybioty-
kow (4)

Antybiotyk Warto$é MIC50 (pg/ml)
erytromycyna > 32
oksytetracyklina 2
spektynomycyna 8
linkomycyna >32
enrofloksacyna 0,25
florfenikol 4
tylmikozyna > 64
ciprofloksacyna 1
klindamycyna > 32
danofloksacyna 0,25
chloramfenikol 8
norfloksacyna 8
tobramycyna >32
cefalotyna > 64
gentamycyna 4
rifampicyna 32
streptomycyna > 32
amikacyna 32
trimetoprim > 32

wiadomo jedynie, ze dochodzi¢ moze do tego na dro-
dze mutacji punktowych oraz ze antybiotykoopornos¢
mykoplazm wynika w duzej mierze z budowy jej
komorki. Niepokoja przy tym publikowane ostatnio
liczne dane o szybko narastajacej antybiotykoopor-
nosci u M. bovis. Najnowsze prace z tego zakresu
donosza, ze antybiotyki, ktére uznawano dotychczas
za efektywne w leczeniu chorob wywotywanych przez
M. bovis, tj. tetracykliny, makrolidy lub linkozamidy
sg obecnie znacznie mniej skuteczne, a w niektorych
przypadkach nie dziatajg wcale. Pozostaje wiec do
wyboru coraz mniej antybiotykdéw zdolnych zwalczy¢
wspomniane infekcje, dlatego tez poszukiwanie alter-
natywnych rozwigzan mogacych skutecznie hamowac
rozprzestrzenianie si¢ zakazen M. bovis w hodowli
bydta wydaje si¢ w pelni uzasadnione i niezbedne.
Stad istnieje stata potrzeba odkrywania kolejnych
mechanizméw zwigzanych z antybiotykoopornos$cia
mykoplazm w celu skuteczniejszej ich eliminacji.
Dzigki nowym badaniom bedzie mozna poznac te me-
chanizmy i przeciwdziata¢ im w stosunku do lekow juz
znanych oraz tych stosowanych w przysztosci. Nalezy
tez okresli¢, czy geny odpowiadajgce za zjawisko
powstawania antybiotykoopornosci tatwo przenosza
si¢ nie tylko na inne szczepy M. bovis, ale tez na inne
gatunki Mycoplasma sp. lub bakterii wiasciwych. W tej
dziedzinie konieczne sg dalsze badania ukierunkowane
zwlaszcza na poznanie roli odpowiednich genow odpo-
wiedzialnych u mykoplazm za to zjawisko oraz innych
mechanizmow wspotdziatajacych 1 umozliwiajgcych
ich przezywanie w Srodowisku.
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