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S. agalactiae conserva su sensibilidad a la penicilina,
que continúa siendo su tratamiento de elección; por el con-
trario, se ha puesto de manifiesto en diversos estudios el
incremento de la resistencia a los macrólidos. La resisten-
cia a fluoroquinolonas en estreptococo se ha documentado
principalmente en S. pneumoniae2-4 y, recientemente,
también en S. pyogenes5. Hasta la fecha, sólo en dos pu-
blicaciones se han aislado y caracterizado cepas de S. aga-

lactiae resistentes a fluoroquinolonas. Kawamura et al6 en
el año 2003 describieron la primera cepa de S. agalactiae

altamente resistente por un mecanismo atribuible a mu-
taciones en los genes parC y gyrA. En este contexto, sor-
prende la prevalencia del 4,4% descrita en un estudio rea-
lizado en EE.UU. durante el período 1999-20027.

El presente estudio describe el aislamiento de dos cepas
de S. agalactiae altamente resistentes a fluoroquinolonas y
la caracterización del mecanismo de resistencia implicado.

Material y métodos
Desde enero de 2003 a diciembre de 2004 fueron estudiadas un to-

tal de 172 cepas de S. agalactiae aisladas de diferentes productos pa-
tológicos (53 genitales, 48 orinas, 38 piel y partes blandas, 18 sangre,
4 respiratorio y 11 de diversas procedencias). Se estudió de forma co-
tidiana la sensibilidad a penicilina G, ampicilina, cefotaxima, vanco-
micina, eritromicina, clindamicina, cloranfenicol, rifampicina, tetraci-
clina y levofloxacino por técnica de disco difusión según la normativa
del CLSI8, determinando así mismo la concentración inhibitoria míni-
ma (CIM) de penicilina G, cefotaxima y levofloxacino por técnica de
E-test (AB Biodisk, Solna, Suecia).

En las cepas que mostraron sensibilidad disminuida a levofloxacino
(CIM � 2 mg/l), la sensibilidad se confirmó por técnica de microdilu-
ción utilizando paneles comerciales (STRHAE, Sensititre Trek Diag-
nostic, West-Sussex, Inglaterra). Además, se determinó la CIM de cin-
co fluoroquinolonas (norfloxacino, ciprofloxacino, sparfloxacino,
moxifloxacino y clinafloxacino) por E-test, en ausencia y presencia de
10 y 20 mg/l de reserpina, un inhibidor de bombas de eflujo.

La relación clonal entre las cepas resistentes a fluoroquinolonas se
determinó por análisis del ADN cromosómico mediante digestión con
la enzima de baja frecuencia de corte SmaI (Roche, Manheim, Alema-
nia) y electroforesis en campo pulsante (PFGE). La electroforesis se
realizó en un gel de agarosa Seakem al 1% (FMC BioProducts, Mai-
ne, EE.UU.) en el aparato CHEF-DRIII (BioRad, Hercules, EE.UU.)
con las condiciones de 5 a 50 s, 24 h a 6 V/cm2 a 14 °C.

Las mutaciones en las regiones determinantes de la resistencia a
quinolonas (QRDR) de los genes parC y gyrA de las cepas resistentes
fueron determinadas tras secuenciación del producto amplificado. En
la PCR se usaron los iniciadores gyrAupSaga (5�-TCGTCGTATTT-
TATATGGT-3�, posiciones 129 a 147) y gyrAdnSaga (5�-ACCAGTTG-
CACCATTGACTA-3�, posiciones 513 a 494) obtenidos a partir de
la secuencia del gen gyrA de S. agalactiae (GenBank AE014235);
y parCpyoup (5�-GGATTGAAACCCGTTCAGCG-3�, posiciones 106 a 125) y
parCpyodn (5�-GGATTGAAACCCGTTCAGCG-3�, posiciones 469 a
450) obtenidos a partir de la secuencia publicada del gen parC de
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Introducción

Streptococcus agalactiae es el principal agente causal de
la sepsis neonatal; también es un importante agente de in-
fecciones en gestantes y de infecciones sistémicas en adul-
tos con enfermedad de base1.
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S. pyogenes (GenBank AF220946). La secuenciación de los productos
amplificados se realizó en las dos cadenas mediante el método dideo-
xi con los mismos iniciadores, el kit Thermo SequenaseTM CyTM5 Dye
Terminator Sequencing (Amersham Biosciences, Little Chalfont Buc-
kinghamshire, Inglaterra) y el secuenciador ALF Express (Automatic
Laser fluorescent DNA Sequencer, Amersham Biosciences, Uppsala,
Suecia). Las secuencias fueron analizadas mediante el software dispo-
nible en la página web del National Center for Biotechnology Infor-
mation (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Resultados

De las 172 cepas de S. agalactiae estudiadas en los años
2003 y 2004, dos mostraron resistencia a fluoroquinolo-
nas, lo cual representa una prevalencia del 1,2% durante
el período estudiado.

Una de las cepas (P0162) fue aislada de una muestra de
orina procedente de un paciente varón de 74 años diag-
nosticado de prostatitis crónica y tumor vesical, portador
de sonda urinaria. Dicho paciente había recibido múltiples
tratamientos con fluoroquinolonas. La otra cepa (P0425)
fue aislada de material purulento de un tumor vesical abs-
cesificado en un paciente varón de 83 años, también por-
tador de sonda urinaria, que había recibido profilaxis con
ciprofloxacino con periodicidad trimestral durante
10 años.

Las dos cepas fueron sensibles a penicilina (0,06 y
� 0,03 mg/l, respectivamente), ampicilina (� 0,25 mg/l),
cefotaxima (� 0,06 mg/l), vancomicina (0,5 mg/l), eritromi-
cina (� 0,25 mg/l), clindamicina (� 0,25 mg/l), quinupris-
tina-dalfopristina (� 1 mg/l), cloranfenicol (� 2 mg/l) y ri-
fampicina (� 1 mg/l), y resistentes a tetraciclina (> 4 mg/l),
ciprofloxacino (> 4 mg/l) y levofloxacino (> 4 mg/l) median-
te la técnica de microdilución. Los valores de la CIM de las
diferentes fluoroquinolonas de las cepas P0162 y P0425
obtenidos por E-test fueron los siguientes: norfloxaci-
no > 256 mg/l, ciprofloxacino > 32 mg/l, levofloxacino
8 y > 32 mg/l, sparfloxacino 4 y > 32 mg/l, moxifloxacino
0,5 y 2 mg/l, y clinafloxacino 0,25 y 0,75 mg/l, respectiva-
mente. En ningún caso se observó efecto alguno de la re-
serpina en los valores de CIM obtenidos.

Mediante PFGE se obtuvieron patrones de restricción
con 7 y 9 bandas, evidenciándose 8 bandas de diferencia
entre ambas cepas.

Las dos cepas de S. agalactiae estudiadas presentaron
la misma mutación en parC, Ser(TCC)79 → Phe(TTC),
mientras que en gyrA, la cepa P0162 presentó la mutación
Glu(GAA)85 → Ala(GCA) y la cepa P0425 presentó el cam-
bio Glu(GAA)85 → Lys(AAA).

Discusión

En nuestro hospital se estudia la sensibilidad de S. aga-

lactiae a las fluoroquinolonas de forma habitual desde su
introducción para uso clínico en 1988, y no se encontró
ninguna cepa resistente hasta el año 2003. En un estudio
multicéntrico realizado en España entre 1997 y 2002 to-
das las cepas se mostraron sensibles a levofloxacino9.

Las dos únicas cepas resistentes descritas en el presen-
te trabajo no mostraron relación clonal en función de los

patrones de bandas obtenidos mediante PFGE. El análisis
molecular de las QRDR de los genes parC y gyrA reveló
que las cepas eran portadoras de mutaciones en ambos ge-
nes, lo cual podría explicar el alto grado de resistencia ob-
servado. La mutación Ser79 → Phe detectada en parC es
una de las más frecuentemente descritas en S. pneumo-

niae3,4,10 y S. pyogenes5, y también se ha encontrado en
S. agalactiae6,7. En gyrA, la mutación Glu85 → Lys ha sido
identificada en S. pneumoniae3,4,10 y en S. agalactiae7,
mientras que la mutación Glu85 → Ala se describe en
S. agalactiae por primera vez en este trabajo. La combi-
nación de mutaciones detectada en los genes parC y gyrA

en la cepa P0425 ya ha sido descrita anteriormente en S.

agalactiae7, y las CIM de las diversas fluoroquinolonas son
similares en ambos casos.

Los datos obtenidos permiten descartar la contribución
de bombas de expulsión activa inhibidas por reserpina a
los niveles de resistencia de estas dos cepas, aunque po-
drían estar implicadas otras bombas de expulsión y/o al-
teraciones de la permeabilidad. Así, las diferencias en las
CIM de las diferentes fluoroquinolonas observadas po-
drían explicarse por las diferentes sustituciones en GyrA:
Glu a Ala o Glu a Lys.

En conclusión, se describen por primera vez en España
cepas de S. agalactiae altamente resistentes a fluoroqui-
nolonas. El mecanismo de resistencia implicado es simi-
lar al descrito con anterioridad en otras especies de es-
treptococo: dobles mutaciones en las QRDR de los genes
gyrA y parC.
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