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Resistencia a las Nuevas Fluoroquinolonas en
Staphylococcus aureus Aislados de Queratitis
Bacterianas en Relacion con la Presencia de
Mutaciones Especificas
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RESUMEN

OBJETIVO: Investigar la actividad in vitro de gatifloxacina (GAT) y moxifloxacina (MOX) en cepas de Staphylococcus aureus aisladas
de queratitis bacterianas, con mutaciones en los genes de las enzimas DNA girasa (gyrA) y Topoisomerasa IV (grlA), resistentes a
ciprofloxacina (CIP) y ofloxacina (OFX).

MATERIAL Y METODOS: Se estudiaron 46 cepas de S. aureus resistentes a la CIP y OFX aisladas de queratitis bacterianas y 20
cepas susceptibles. Se determiné la concentracién inhibitoria minima (CIM) para CIP, OFX, GAT y MOX por la técnica de dilucion
en caldo. Las mutaciones en los genes gyrA y grlA se realizaron utilizando una técnica de PCR-RFLP.

RESULTADOS: Las cepas susceptibles no presentaron mutaciones y fueron sensibles a todas las fluoroquinolonas. Veintisiete de las
46 cepas resistentes tenian mutaciones en ambos genes gyrA y grlA, con CIMs de 32 a 256 pg/ml para CIP y OFX y CIMs de 4 a 64
pg/ml para GAT y MOX. Las restantes cepas so6lo tenian una mutacion en el gen grlA con CIMs de 16 a 32 pg/ml para CIP y OFX;
de 0.12 2 4 pg/ml para GAT y de 0.06 a 4 pg/ml para MOX.

CoNcLUsIONEs: MOX y GAT fueron activas in vitro en cepas de S. aureus resistentes a CIP y OFX portadoras de una mutacién,
aisladas de queratitis bacterianas. En cambio, MOX y GAT no fueron activas in vitro en cepas portadoras de dos mutaciones. OFTALMOL
CLIN Exp 2007;1: 4-6
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Resistance to the new generation of fluroquinolones and the presence of specific mutationws
in Staphylococcus aureus isolated from bacterial keratitis

ABSTRACT

PuRPOSE:To investigate the in vitro activity of gatifloxacin (GAT) and moxifloxacin (MOX) in ciprofloxacin (CIP) and ofloxacin (OFX)
resistant Staphylococcus aureus strains isolated from bacterial keratitis with mutations in the grlA and gyrA genes.

MaTERIAL AND METHODS: Forty-six S. aureus strains, resistant to CIP and OFX isolated from bacterial keratitis and 20 susceptible
strains were studied. The minimal inhibitory concentration (MIC) was established for CIP, OFX, GAT and MOX using the broth
microdilution technique. GyrA and grlA gene mutations were identified using PCR-RFLP technique.

REsuLTs: Susceptible strains were sensible to all the fluoroquinolones and did not present mutations. Twenty seven of the 46 resist-
ant strains had mutations in both genes, grlA and gyrA, their MIC were 32 to 256 pg/ml for CIP and OFX,and 4 to 64 pg/ml for GAT
and MOX.The remaining strains only had one mutation in the grlA gene, with a MIC of 16 to 32 pg/ml for CIP and OFX, 0.12 to 4
pg/ml for GAT, and 0.06 to 4 pg/ml for MOX.

CoNcLusioNs: MOX and GAT were active in vitro in S. aureus strains carriers of one mutation isolated from bacterial keratitis re-
sistant to CIP and OFX. On the other hand, MOX and GAT were not active in vitro, in S.aureous strains carriers of two mutations.
OrftawmoL CLN Exp 2007;1: 4-6
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1 Staphylococcus aureus es uno de los
principales microorganismos produc—
tores de queratitis bacterianas. La resis-
tencia de este germen a las fluoroqui-
nolonas se ha incrementado en los Gltimos afos
tanto en cepas aisladas de infecciones sistémicas
como oculares, y en especial dentro de los § au-
reus meticilino-resistentes.' Las fluoroquinolonas

de 2% generacién como la ciprofloxacina (CIP) y
la ofloxacina (OFX) son efectivas contra bacterias
gramnegativas pero su actividad sobre gramposi-
tivas es limitada por la aparicién de resistencia.?
Las fluoroquinolonas de 4% generacién, moxi-
floxacina (MOX) y gatifloxacina (GAT), tienen
mayor actividad sobre gérmenes grampositivos y
mantienen su actividad sobre gamnegativos. Las
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fluoroquinolonas de 24 generacién inhiben la sintesis del
DNA de bacterias grampositivas por accién sobre la Topoiso-
merasa IV, la MOX y la GAT, en cambio, tienen una accién
dual sobre la DNA girasa (Topoisomerasa II) y la Topoiso-
merasa [V.? Los mecanismos mds comunes de resistencia a las
fluoroquinolonas desarrollados por los S. aureus involucran
mutaciones en los genes que codifican las subunidades A de
la DNA girasa y la topoisomerasa IV (gyrA y grlA respecti-
vamente), que se encuentran agrupadas en una region alta-
mente homdloga llamada region determinante de resistencia
a las quinolonas (QRDR). También se han descripto muta-
ciones en gyrB, gen que codifica la subunidad B de la DNA
girasa y un mecanismo que consiste en la sobre-expresién
del norA, gen que codifica a la proteina NorA. Esta proteina
interviene en el transporte de las fluoroquinolonas y de otros
compuestos no relacionados fuera de la bacteria.?

El objetivo de este trabajo fué estudiar cepas de Staphylo-
coccus aureus aisladas de queratitis bacterianas, seleccionadas
por ser resistentes in vitro a las viejas fluoroquinolonas y
ser portadoras de mutaciones de resistencia, y comparar la
susceptibilidad in vitro de distintas cepas de S. aureus a las
8-metoxi fluoroquinolonas, GAT y MOX, introducidas re-
cientemente al mercado oftalmoldgico.

Materiales y Métodos

Se estudid la actividad in vitro de GAT y MOX en 46 cepas
de S. aureus meticilino-resistentes y resistentes a las viejas
fluoroquinolonas OFX y CIP, aislados de queratitis bacteria-
nas. También se estudiaron 20 cepas de S aureus susceptibles
a las fluoroquinolonas y a la meticilina aislados de quera-
titis bacterianas. Las concentraciones inhibitorias minimas
(CIMs) para CIP, OFX, GAT y MOX fueron determinadas
por la técnica de dilucién en caldo de acuerdo a las recomen-
daciones del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI).“ En las cepas de S. aureus se detectaron la presencia
de mecA y las mutaciones de resistencia a las fluoroquino-
lonas en QRDR para gr/A en el codén 80 y para gyrA en el
codén 84, mediante 3 técnicas de PCR independientes.’”
Para GAT y MOX se hallaron la CIM,, CIM, y se calculé
el cociente inhibitorio (C_ /CIM, ) utilizando los valores
de la concentracién corneal mdxima (C_ ) publicados por
los laboratorios con las dosificaciones propuestas por los res-
pectivos autores.*? La C__utilizada fue de 48.5 pg/ml para

MOXy de 15.7 pg/ml para GAT.

Glosario de términos utilizados

CIMSO: Concentracién minima de antibidtico necesaria
para inhibir al 50% de las cepas.

CIM90: Concentracién minima de antibidtico necesaria
para inhibir al 90% de las cepas.
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C,,.: Concentracién maxima de antibiético que se obtiene
en cdrnea utilizando terapia tdpica.

IQ: Cociente Inhibitorio. Indice utilizado para predecir la
eficacia antibacteriana de antibidticos concentracién-depen-
dientes. Se calcula con la férmula C__/CIM, .

MPC: Concentracién preventiva de mutaciones. Es la con-
centracién de un antibidtico que previene el desarrollo de
cepas resistentes por mutaciones.

mecA: el gen que codifica PBP2a, responsable de la resisten-
cia a la meticilina y otros antibiéticos B-lactdmicos.

Concentracién bactericida dptimay curvas de muerte bacte-
riana: Las fluoroquinolonas presentan una cinética de muerte
bacteriana concentracién-dependiente, por el contrario los
antibidticos B-lactdmicos son tiempo-dependientes con po-
cas diferencias de muerte bacteriana por encima de la CIM.
Para las nuevas fluoroquinolonas la maxima muerte bacteria-
na se alcanza a 8 veces la CIM y el tiempo minimo necesario
para alcanzarlo es de 4 a 6 horas para los Staphylococcus.

Resultados

Las cepas susceptibles no presentaron mutaciones y fueron
sensibles a todas las fluoroquinolonas (Tabla 1). Veintisiete
de las 46 cepas resistentes tenfan mutaciones en ambos genes
grlA 'y gyrA; con CIMs de 32.0-256.0 pg/ml para CIP vy
OFX y CIMs de 4.0-64.0 pg/ml para GAT y MOX (Tabla
2). Las 19 cepas restantes sélo tenfan una mutacién en el
gen gr/A con CIMs de 16.0-32.0 pg/ml para CIP y OFX; de
0.12-4.0 pg/ml para GAT y de 0.06-4.0 pg/ml para MOX
(Tabla 3). Las 46 cepas resistentes a las fluoroquinolonas fue-
ron resistentes a la meticilina y presentaron el gen mecA.

Conclusiones

Las cepas estudiadas de Staphylococcus aureus susceptibles in
vitro a las fluoroquinolonas no presentaron las mutaciones
de resistencia gyrA y grlA.

La moxifloxacina y gatifloxacina fueron altamente activas

(CIM 0.06-0,12 pg/ml y 0.06-0.5 pg/ml respectivamente)

Tabla 1. Cepas de Staphylococcus aureus sensibles a las
fluoroquinolonas sin mutaciones.

Fluoroquinolona Rango CIM50 CIM90
(ng/ml) (ng/ml) (mg/ml)
1.0 NR

Ofloxacina 0.12-2.0 0.25

Ciprofloxacina 0.12-2.0 0.25 1.0 NR
Gatifloxacina <0.06-0.5 0.06 0.25 62.80
Moxifloxacina <0.06-0.12 0.06 0.12 404.16

Referencias: CIM, y CIM, : concentracién inhibitoria minima para el 50% y
90% de las cepas estudiadas; 1Q: cociente inhibitorio.
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Tabla 2. Cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
las fluoroquinolonas con 2 mutaciones una en gr/A
y otra en gyrA.

Fluoroquinolona Rango My
(nug/ml) ug/m\) Hg/ml)

Ofloxacina 64,0->256,0 128,0 >256,0
Ciprofloxacina 64,0->256,0 64,0 >256,0 NR
Gatifloxacina 4,0-64,0 16,0 64,0 0,245
Moxifloxacina 4,0-64,0 16,0 64,0 0,757

Referencias: CIM,, y CIM,: concentracidn inhibitoria minima para el 50% y
90% de las cepas estudiadas; |Q: cociente inhibitorio.

en las cepas de S. aureus susceptibles a las viejas fluoroquino-
lonas y no portadoras de mutaciones con CIMs inferiores a
la CIP y OFX (CIM 0.12-2.0 pg/ml).

MOX y GAT fueron activas en cepas de S. aureus resisten-
tes in vitro a CIP y OFX portadoras de una mutacién en el
gen gr/A con CIM de 16.0 a 32.0 pg/ml para CIP y OFX
comparadas con CIM de 0.12 a 4 pg/ml para GAT y 0.06 a
4.0 pg/ml para MOX. Estas concentraciones son ficilmente
alcanzables con tratamiento tdpico en el estroma corneal atin
teniendo en cuenta que es deseable alcanzar tanto la concen-
tracion preventiva de mutaciones (4 veces la CIM) como la
concentracién éptima bactericida, es decir, el maximo efecto
de la curva de muerte bacteriana (8 veces la CIM).

Las 27 cepas de S. aureus resistentes a las fluoroquinolonas
y meticilina resistentes portadoras de dos mutaciones en gyrA
y grlA presentaron CIMs para MOX y GAT de 4.0 a 64.0
pg/ml y por lo tanto fueron resistentes in vitro. Estdn en
el limite de la concentracién corneal que estos antibidticos
pueden alcanzar sin tener en cuenta tanto la concentracién
preventiva de mutaciones como el méximo efecto de la curva
de muerte bacteriana (4 a 8 veces la CIM).

Este estudio nos muestra que 27 de las 46 (58%) cepas de
S. aureus resistentes a las viejas fluoroquinolonas y meticili-
no-resistentes aisladas de queratitis bacterianas, ya presentan
mutaciones genéticas que pueden conducir al desarrollo de
resistencias clinicas a las nuevas fluoroquinolonas. Es necesa-
rio implementar estrategias para evitar el desarrollo de resis-
tencias bacterianas a las nuevas fluoroquinolonas.

El cociente inhibitorio (IQ) de 8 o mds, nos permite pre-

OFTALMOL CLIN EXP / VOLUMEN 1 NOMERO 1 Junio 2007 ® PAG.

Tabla 3. Cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
las fluoroquinolonas con 1mutacién

Fluoroquinolona Rango My,
(pg/ml) ug/ml pg/ml

Ofloxacina 16,0-32,0 16,0 32,0
Ciprofloxacina 8,0-32,0 16,0 32,0 NR
Gatifloxacina 0,12-4,0 1,0 4,0 3,985
Moxifloxacina 0,06-4,0 0,25 2,0 12,4

Referencias: CIM, y CIM,: concentracion inhibitoria minima para el 50% y
90% de las cepas estudiadas; IQ: cociente inhibitorio.

decir una excelente eficacia clinica de la MOX y GAT sobre
cepas de S. aureus tanto sensibles a las viejas fluoroquinolo-
nas como las resistentes portadoras de una mutacién.'” En
cambio este cociente inhibitorio fue insuficiente en cepas
resistentes portadoras de 2 mutaciones.
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