=
\W o & ! Jﬁ-z
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS Y METALES
PESADOS EN CEPAS CLINICAS DE
Staphylococcus aureus

T E S t S
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS
EN MICROBIOLOGIA
P R E s E N T A
ERIC [ MOoNROY PEREZ

DIRECTOR DE TESIS: M. EN C. SERGIO VACA PACHECO

NOVIEMBRE 97

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN b




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

Al M en C. Sergio Vaca Pacheco
Por brindarme la oportunidad de haber sido el director de este trabajo, as{ como

también por la confianza y apoyo depositadas en mi.

A la QFB. Gloria Luz Paniagua Contreras
Por las facilidades y apoyo para la realizacién de este proyecto.



INDICE

RESUMEN

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES
JUSTIFICACION

OBJETIVOS

MATERIAL Y METODOS
RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

PAGINA

25
27
28
40
65
78

81



RESUMEN

Los Sraphylococcus aureus son una causa fr

poblacién de it que acude al Laboratorio de Anilisis Clinicos de la Clinica

Universitaria de la ENEP-Iztacala. Con ¢l propésito de aislar y caracterizar cepas de S.

de infecci respiratorias en la

aureus productoras de f3-1 ¥ resi ar Jes pesados, en particular a plomo,
se determiné la susceptibilidad de 150 cepas a 12 antibiéticos por €l método de Bauer-
Kirby; la produccién de f3-lactamasas por hidrélisis del B-lactamico cromogénico nitrocefin,
In CMI de Ampicilina y Amoxicilina con y sin inhibidor de B-lactamasas sulbactam o dcido
clavuldnico; asi como la CMI de plomo, cromato, arsenato, cadmio y mercurio, por dilucién
en placa. Los porcentajes de cepas resistentes a los antibidticos fueron; Ampicilina y
Penicilinn (94%6), Ceflazidima (92%), Eritromicina (73%), Pefk ina (57%), Cefotaxima
{41%), Tetraciclina (40%), Dicloxacilina (36%), Trimetoprim con sulfametoxazol (32%),
Gentamicina (24%), Cefuroxima (10%) y Cefalotina (7%). El 75% de las ccpas fue

resistente a  4-7 antibidticos. So6lo 96% de las cepas produjeron PB-lactamasa y 4%
fueron B-lactamasa negativas.

Las CMls y CMloo de Ampicilina fueron 250 y 1562 pg/ml, respectivamente; en tanto que

1t h

el

redujo CMI por un factor de 10. Las CMIso ¥y CMlg, de amoxicilina
fueron 390 y 1687, respectivamente y el dcido clavulinico redujo ambos valores por un
factor de 8, lo que indica que estas combinaciones puedcen ser ttiles en el tratamiento de las
infecciones causadas por S. aureus. Todas las cepas fueron sensibles a cromato (CMI 375
pg/mi), el 100% fue resistente a mercurio (CMI 20-40 pp/ml) y cadmio (CMI 50-100
pe/ml); El 26% de las cepas fue sensible a arscnato (CMI 200-400 ug/ml) y el 74%
resistente (CMI 800-3200 ug/ml). La CMI de plomo mostré una distribucién bimodal, con
2.6% de cepas ibles o medi e resi (CMI 100-200 pug/mi) y 97.4% de cepas
resistentes (CMI 800-3200 pg/ml). Se aislaron dos grupos de plasmidos de diferente
tamaiio molecular (16,000 y 23,130 pb), los cuales fueron resp bles de la resi: in a

penicilina (B-1 ), picilina, ceft y arsenato, sin embargo no se pudo detcctar

alguno que confiricra resistencia a plomo.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Resistencia bacteriana a los antibiéticos y su relacién con el o de
antimicrobianos

En los ultimos aflos el tratamiento de las infecciones producidas por
cepas de Staphylococcus aureus ha sido un verdadero problema para los
médicos y especialistas, debido a que estos microbios han adquirido con e!
tiempo resistencia a los antibidticos, situacién a la que ha contribuido el
hombre de manera importante, debido a la automedicacion, a una prescripcion
inadecuada por parte de los facultativos o a el uso de los antimicrobianos
como ‘“‘promotores de crecimiento™ en alimentos para animales domésticos
(Amabile, C.F., 1988).

De esta manera la seleccion de cepas resistentes a los antibidticos esta
relacionada con el uso de estos agentes antimicrobianos. Por ejemplo, se ha
reportado que el porcentaje de un grupo de cepas Gram negativas resistentes
aisladas en México en el periodo de 1976 a 1979 (295 E. coli, 198 Proteus
mirabilis, 63 Proteus indol positivos y 39 Salmonella) guarda una relaciéon
practicamente paralela al consumo total de los antibidticos tanto para uso
humano como veterinario y agricola (Kuperstoch-Portnoy, Y. M., 1981); en
este estudio se observé claramente que los antibidticos menos efectivos contra

las bacterias fueron aquellos consumidos mas ampliamente (figura 1).



FIGURA 1

RELACION ENTRE EL CONSUMO DE ANTIBIOTICOS

Y LAS CEPAS RESISTENTES
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Adaptado de Kuperstoch-Portnoy, 1981.

Tc = Tetraciclina

Su = Sulfametoxasol
Ap = Ampicilina

Cb = Carbenicitina
Sm = Estreptomicina
Km = Kanamicina
Cm = Cloranfenicol
Nx = Aclido nalidixico
Rif= Rifampicina

Tm = Trimetoprim
Gm = Gentamicina




der

El amplio uso de los antibidticos seleccionan bacterias

= los antibiéticos

resistentes,

las

cuales constituyen un grave problema que se agudiza en los hospitales, siendo

frecuente la aparicién de cepas multirresistentes. Es comin que las cepas

resistentes posean plasmidos que les confieren este fenotipo (Bryan, L.E.

1980).

Los mecanismos de resistencia a antibidticos mediados por plasmidos

han agrupado en cuatro categorias (tabla 1)(Amabile, C.F. 1988).

1. Destoxificacién enzimaitica.

2. Disminucién de la entrada o retencién en la célula.

3. Modificacion del

blanco.

4. Sintesis de via alterna no sensible al firmaco.

se

Tabla 1. Mcca de ién de los antibiéti y de i de las b ias
MECANISMO DE MECANISMO DE ACCION ANTIB1IOTICO
RESISTENCIA
Destoxificacion imati hibicién de la is de la pared p-tlactamicos
cclular @ Penicilina

® Ccfalosporinas
D & dcla is de p Ami id

® Gentamicina

e Estreptomicina

= Neomicina
Dcstoxificacidon enzimatica 6n de la sintesis de proteinas Cloranfenicol
Disminucién de la entrada

© retencidn en la célula
Modificacién del blanco

Tetraciclinas

Inhibicién de Ila sintesis de proteinas

Macrélidos y relacionados
e Eritromicina
® Lincodamidas

Sintesis de via alterna no
sensible al firmaco

Inhibicién de Ia sintesis de acido
folico

Sulfonamidas
trimetoprim

Tomado de Amédbile Cuevas, C.F., 1988.



Resistencia a antibidticos B-lactdmicos

El mecanismo mas importante de resistencia bacteriana a los antibiéticos
B-lactamicos es la produccién de P-lactamasas (BL), estas enzimas hidrolizan
el enlace amida del anillo B-lactamico, originando un compuesto sin actividad

antibacteriana (icido peniciloico) (Sykes, R.B. & M. Mathew, 1976) (Figura
2)..

RCONH

PENICILASA RCONH
5 CH3 HIDROLASA 2_4/ % H3
cH3 ——————» o= H3
“ OH
coor coo"
Anillo -lactamico

Acido peniciloico
Figura 2. Hidrélisis del enlace amida del anillo B-lactamico.

Las B-lactamasas pueden ser codificadas por plasmidos, o como en el

caso de algunas bacterias Gram negativas por el cromosoma bacteriano (es

probable que la mayoria produzca cuando menos una B-lactamasa y que

éstas sean especificas para género y especie ) (Sykes, R.B. & M. Mathew,
1976)
Las P-lactamasas de

las bacterias Gram positivas se excretan

extracelularmente y destruyen el antibidtico antes que entre en contacto con la

superficie de la célula, en tanto que las producidas por las Gram negativas se




sitan en el espacio periplasmico presentando una barrera para la difusién de

las cefalosporinas al interior de las células (Sykes, R.B. & M. Mathew, 1976).
A diferencia de la mayor parte de los microorganismos Gram positivos

en los que la produccién de pB-lactamasas suele ser el unico factor de

resistencia, en los Gram negativos existe un mecanismo secundario de

resi wcia  (“resis ia intrinseca™), el cual consiste en parte en una
incapacidad de los antibidticos para difundir al interior de la célula microbiana,
(Chopra, 1. & P.R. Ball. 1982) y, en parte, a niveles bajos de f3-lactamasa
codificados por el cromosoma (Ohmori, H. et al., 1977; Curtiss, N.A.C. et al.,
1981).

La resistencia a penicilina debida a la produccién de B-lactamasa en
Staphylococcus aureus se detectd por primera vez en 1950, seguida
rapidamente por resistencia a otros antibiéticos (macroélidos, aminoglucésidos y
tetraciclina). Si bien, en los ultimos afios ha crecido el ntimero de
microorganismos resistentes a penicilina, es muy probable, que los genes de
esta resistencia estuviesen presentes en las poblaciones de estafilococos y de

otras bacterias desde antes del uso masivo de los antibiéticos. Por ejemplo, del

5 al 10% de las cepas de S. gureus almacenadas en la era pre-antibiética son



resistentes a penicilina debido a la produccién de f3—lactamasas (Penicilinasas)
(Novick, R. 1993).

En S. aureus se han descrito cuatro diferentes tipos de penicilinasas (A,
B, C y D) (Richmond, M.H., 1965), que difieren en su estructura solamente en
pocos aminodcidos, lo que conduce a tasas de hidrélisis distintas; por ejemplo,
A y B hidrolizan rapidamente a la bencilpenicilina y la ampicilina, pero muy
poco a la meticilina y cloxacilina.

Con excepcion de la Penicilinasa D, cuya expresién es constitutiva
(Rosedahl, V.T., 1993) todas son inducibles y la mayoria de su actividad es
extracelular ( Richmond, M.H. 1965)

Otro de los mecanismos de resistencia que presentan las bacterias a los
antibidticos B—lactimicos es debido a mutaciones cromosdémicas que alteran la
cantidad o afinidad de proteinas de membrana externa llamadas PBPs (por

penicillin binding proteins). La introduccién en 1960 de la meticilina, un

compuesto derivado de la penicilina y resi ite a PB-la fue seguida
radpidamente por la aparicién de cepas resistentes. La resistencia a meticilina se
debe, probablemente, a la proteina PB2a que tiene baja afinidad por los
compuestos PB-lactaimicos (Hartman, B. J. & A. Tomasz, 1984; Fasola, E.L. et

al., 1995).



En S. aureus se han descrito mutaciones que alteran las PBPs

confiriéndole resistencia a cefradrina (Georgopapadakou, N.H. et al., 1982),
asi como también, un transposén que codifica para una B-lactamasa. Este
elemento genético movil, designado Tn552, esta constituido por 6,700 pares de
bases y se encuentra tanto en plasmidos como en el cromosoma (Rowland, S.J.

& K.G. Dyke, 1989).

Para combatir a las cepas productoras de @-lactamasas se han

desarrollado las cefalosporinas, ciyo grado de resi

1cia a ﬁ-‘au\ 1asas es

variable; éstas incluyen a las cefalosporinas de segunda generacién

(cefoxitina, cefamandol y cefuroxima) y a las de tercera generacién

{cefotaxima, moxalactam, cefoperazome y otras).

También se han introducido antimicrobianos resistentes a la penicilinasa

producida por S. awureus, éstos incluyen a las penicilinas semisintéticas:

meticilina, oxacilina, nafcilicina y otras (Richmond, M.H. 1979).
Otra de las estrategias utilizadas contra cepas productoras de B-

lactamasas es la combinacién de f-lactamicos con inhibidores de B-

lactamasas, de los que uno de ellos es un producto natural del Streptomyces
clavuligerus (Acido clavulanico) y el otro es totalmente sintético (sulbactam)

(Comber, K.R. et al., 1980). Estos inhibidores de p-lactamasas poseen una



estructura quimica similar a los antibidticos pero con actividad antimicrobiana
deficiente, sin embargo, cuando se combinan con un antibidtico B-lactamico
restauran su actividad sobre microorganismos resistentes a éste. El acido
clavuldnico se ha combinado con amoxicilina o ticarcilina y el sulbactam con
ampicilina o cefoperazone (Comber, K.R. er al., 1980).

No obstante, que la utilizacién de un PB-lactimico mas el inhibidor de B-
lactamasas constituye un factor de seleccién a favor de bacterias productoras
de PB-lactamasas, aparentemente no ha ocurrido ain un incremento en la
produccién de B-lactamasas resistentes a inhibidores, toda vez que en una
revision de 1500 articulos publicados sobre este topico entre 1978 y 1993 se
encontré que si bien aumenté la frecuencia de cepas productoras de (-
lactamasas resistentes a ampicilina y penicilina, no hay evidencia, publicada en
este periodo de que se haya incrementado la resistencia a la combinacién de
amoxicilina + clavulanico (Rolinson, G.N. 1994).

Se ha reportado la utilidad del tazobactam como inhibidor de -
lactamasas producidas por cepas de estafilococos (Bonfiglio, G. & D.M.
Livermore 1994). En este estudio se¢ demostré que las cepas de S. gureus

productoras de enzimas tipo A fueron mas susceptibles a las combinaciones



piperacilina/tazobactam, amoxicilina/tazobactam e inclusive amoxicilina +

clavuladnico que las cepas productoras de enzimas tipo C.

Resi ia a antibiéti y tales p

Como ya mencionamos, el empleo de los antibidticos puede seleccionar
bacterias resistentes a estos agentes (Kuperstoch-Portnoy, Y. M., 1981), siendo
frecuente que esta resistencia se encuentre conferida por plasmidos
(Watanabe, T. 1963; Elwell, L.P. er al., 1978: Davies, E.L. 1978; O’Brien, T.F.
1980).

De igual manera que se han reportado bacterias resistentes a los
antibidticos, se han descrito bacterias resistentes a uno o mas metales pesados
(Nakahara, H. er é:’., 1977a; Cenci, M. er al., 1982: Silver, S. 1983; ) La
resistencia a metales pesados en varios de los casos puede ser conferida por
plasmidos o por transposones (Silver, S. 1981).

El empleo de los antimicrobianos en los hospitales puede seleccionar
bacterias resistentes tanto a antibiéticos como a metales pesados, toda vez,
que ambos determinantes de resistencia pueden encontrarse asociados en el
mismo plismido y la seleccién de resistencia a un antibitico conduciria, de
manera indirecta, a seleccionar resistentes al metal (Silver, S. 1988). Por

ejemplo, en el afio de 1970 se aislaron cepas clinicas de E. coli resistentes a

10



antibidticos y metales pesados, en las que ambas resistencias se encontraban

conferidas por el mismo plasmido (Nakahara, H. er al., 1982).

Se han reportado numerosos ejemplos de resistencia a antibidticos y metales

pesados mediados por el mismo pliasmido. En la tabla 2 se presenta un

resumen de los ejemplos de resistencia a antibidticos y metales pesados

en
Staphylococcus aureus, asi como en otras especies bacterianas.
Tabla 2. Ejemplos de resi ia a antibiéti b4 tal pesad
conferidos por el mi plasmid
BACTERIA [ANTIBIOTICO |[METAL |REFERENCIA
S. aureus Penicilina Mercurio Moore, B. 1960
Penicilina Arsénico Novick, R.P. et al., 1968
Macrdlidos Bismuto
Cadmio
Zinc
Mercurio
Penicilina Mercurio Nakahara, H. et al., 1977a
SXT Cadmio
Estreptomicina Arsénico
Kanamicina
Macrolidos Cadmio

Nakahima, Y. 1990

P. aeruginosa | Estreptomicina Mercurio Nakahara, H. et al., 1977b
Tetraciclina Cadmio

Kanamicina Arsénico
Gentamicina
E. coli Estreptomicina Cadmio Nakahara, H. et al., 1992
Tetraciclina Arsénico
Cloranfenicol Mercurio

Kanamicina
Gentamicina




Interaccién de las bacterias con 1os metales

Las bacterias poseen la capacidad de interactuar con los iones de los
elementos de la tabla periédica. Estos iones pueden dividirse en tres grupos
(Silver, S.1983; Cervantes, C. 1994) (tabla 3).

Tabla 3. Relacién de los iones con las bacterias

Clasificaciéon de los iones que interactuan con las
bacterias

1.- Iones eseuciales:
Mg*, K, PO >, SO *
Mn?*, Fe**, Zn®*, Ni**, Cu?*, Co?*

2.- Iones abundantes pero 3 no ial
Na*, Ca**, CF

3.- Iones no esenciales y téxicos:
Hg**, Cad**, Ag’, Pb*+, BiO*, SbO*
AsO%, AsO, ¥, CrO*, Cr;07, TeOs™

En el tercer grupo se encuentran algunos de los metales pesados (por su
alta densidad) mas téxicos, cuya toxicidad se basa principalmente en su
interaccién con las macromoléculas bacterianas. Por ejemplo, los iones
mercurio, plata, cobre, zinc y arsenito interaccionan con los grupos sulfhidrilo
de las proteinas, alterando su estructura y funciones; de esta forma algunos

metales inhiben la actividad catalitica de ciertas enzimas, la transferencia de

electrones por proteinas de la cadena respiratoria o el funcionamiento de los



componentes de la membrana celular (Silver, S. 1983; Cervantes, C. et al.,
1986; Chen, C. ez al., 1986).

Se ha reportado que ciertos iones como el cromo trivalente, cadmio y
cobre tienen un efecto mutagénico sobre las bacterias al interactuar éstos sobre
la cadena de ADN, mientras que otros como ¢l arseniato, cromato y cadmio
compiten con los jones esenciales para su transporte al interior de la célula

(Silver, S. 1983; Ohtake, H. ef al., 1987)

M de resi ina tales p d

Los determinantes de resistencia a metales pesados se encuentran a
menudo localizados en plasmidos o en transposones (Silver, S. 1981; Silver, S.
et al.,1984; Summers, A.O. 1978).

La localizaciéon de los determinantes de resistencia a metales pesados en
los iltimos afios ha facilitado la clonacién de varios de ellos y en algunos casos
se ha determinado su secuencia de nucleStidos y deducido la de los
aminoacidos correspondientes (Silver, S. & Walderhaugh, M. 1992; Cervantes,

C. & Gutiérrez-Corona 1994).




Arsénico

Se ha reportado que la resistencia a arsénico mediada por plasmidos
incluye a los iones arseniato, arsenito y antimonio (Silver, S. er al., 1981). En

Staphylococcus aureus y en Escherichia coli se han descrito un grupo de

genes asociados en un operdén (denominado ars ) (Silver, S. et al., 1988) cuyo
funcionamiento puede ser inducido por cualquiera de los iones mencionados

(Silver, S. et al,, 1981)

El operén ars (del plasmido R773) fue clonado y secuenciado por Chen
Yy col. (1986), quienes identificaron tres genes y dedujeron la secuencia de las

tres proteinas correspondientes. Ars A es una proteina asociada con la

membrana celular y tiene caracteristicas de una ATPasa (Rosen, B.P. et al.,
1988). ArsB es también una proteina de membrana, funciona como canal
idnico y es responsable de la expulsién de los iones de arsénico (Chen, C. et
al., 1986). La tercera proteina ArsC es una proteina necesaria para la
resistencia a arseniato pero no a arsenito o antimonio (Chen, C. ez al., 1986).
ArsC es probablemente una subunidad reguladora de ArsB, que modifica la
especificidad por los diferentes iones. Recientemente se ha descrito un gene
mas, arsR, el cual funciona como regulador del operén (San Francisco, M .J. D.

et al., 1990).



En resumen, los iones tdxicos son captados inicialmente por los sistemas
fisioldgicos de transporte de la célula (figura 3); una vez en el citoplasma,
estos iones inducen la expresiéon de la ATPasa (ArsA), la cual genera energia

para expulsarlos de la célula a través del canal i6énico de la membrana ArsB.

PO ASO> T AION

Captacion Expulsion

Captacién Expulsion

Mn?* cd™ cd

Figura 3. M i de captacién de los iones téxicos arseniato (AsQO.%) y cadmio (Cd*")
por la vias fisiolégicas de transporte de fosfato (POJ) y manganeso (Mn™),
respectivamente.



Cadmio

La resistencia a cadmio constituye uno de los marcadores genéticos de
resistencia mas comunes en los pldsmidos de los estafilococos (Smith, K. &
R.P. Novick 1972). En Staphylococcus aureus el cadmio penetra a la célula
por la via del transporte del ién manganeso (Perry, R.D. er al., 1982) (figura 3).

El mecanismo de resistencia a cadmio se ha estudiado con mayor detalle
en Staphylococcus aureus. Los plasmidos contienen dos genes que confieren
distintos niveles de resistencia tanto a cadmio como a zinc, cadA (nivel
clevado) y cadB (nivel reducido) (Novick, R.P. et al., 1979; Walter, E.G. er
al., 1989). Tynecka y col. (1981) encontraron que las células de S. gureus que
poseen cadA muestran una incorporacion reducida de cadmio debido a un
mecanismo de eflujo que climina el cadmio intracelular.

En los ultimos aflos el gene cadA del plasmido pI258 de S. aureus fue clonado
y secuenciado (Nucifora, G. ef al., 1989). El analisis de la secuencia mostré
que cadA codifica para una proteina con homologia significativa con las

ATPasas del tipo E1E2 que funcionan en la translocacién de cationes

citopldsmicos (Nucifora, G. et al., 1989). Las ATPasas E1E2 incluyen a la

ATPasa de potasio de bacterias Gram positivas y Gram negativas, la ATPasa

que interviene en el eflujo de protones para la generacién de potencial de



membrana en eucariontes inferiores y las ATPasas de calcio del reticulo
sarcoplasmico (Silver, S. et al., 1988).

De esta manera el mecanismo de resistencia a cadmio en S. aureus
funciona mediante el eflujo del cadmio intracelular que es energizado por una

ATPasa (figura 3} (Nucifora, G. er al., 1989).

Cobalto Niquel y Zinc

Las concentraciones elevadas de estos cationes egjercen efectos téxicos
sobre los microorganismos (Cervantes, C. 1990).

Se ha reportado que la cepa de Alcaligenes eutrophus CH34 contiene
dos plasmidos; pMOL28, que determina la resistencia a niquel y bajos niveles
de cobalto (cobA) y pMOL30 con resistencia a zinc, cadmio y altos niveles de
cobalto (cobB) (Mergeay, M. eral., 1985).

Se ha demostrado que la resistencia es inducible y que las células
resistentes inducidas en presencia de estos metales expulsan del citoplasma
cualquiera de los cationes por un mecanismo ain desconocido (Nies, D.H. & S.

Silver, 1989).



Cobre

El cobre se considera un micronutriente esencial para el crecimiento
bacteriano, pero en concentraciones clevadas es sumamente téxico. Los
determinantes de resistencia a cobre han sido clonados a partir de plismidos
de P. syringae (Bender, C.L. & D.A. Cooksey, 1987; Venitt, S. & L.S. Levy,
1974) y E. coli (Rouch, D. et al, 1989). El mecanismo de resistencia en P.
syringae se basa en la excreciéon de proteinas que capturan al cobre impidiendo
su efecto téxico (Mellano, M.A. & D.A. Cooksey, 1988). Estas proteinas
tienen un octapéptido que se encuentra repetido varias veces y que se postula
es la regién que captura al cobre.

Se ha demostrado la expulsién del cobre intracelular en cepas de E. coli
resistentes, y se ha postulado un modelo de captacién, quelacion y finalmente
de expulsién del i6n (Rouch, D. er al., 1989) (fig. 4). Probablemente en los tres
procesos intervienen productos génicos codificados tanto por plismidos como
por el cromosoma (Cervantes, C. 1988)

Se han descrito otras estrategias por parte de las bacterias para resistir a
los efectos téxicos del cobre como: precipitacion mediada por plismidos

(Erardi, F.X. et al., 1987) y excreciéon de Acidos organicos u otros agentes

quelantes (Harwood-Sears, V. & A.S. Gordon, 1990)



Figura 4. Cooperacién de los prod >s géni cr Smi (Cut) y pl di
et i de resi ia a cobre en Escherichia coli.

(Pco) en

Cromo

Los estados de oxidacién del cromo juegan un papel importante en los
efectos toxicos; mientras en la forma trivalente se considera un micronutriente
esencial, el cromo hexavalente (cromatos y dicromatos) es altamente téxico
(Cervantes, C. et gl., 1990)

Se ha descrito que la resistencia a cromato determinada por plismidos
se basa en la acumulacién disminuida del i6n por las células resistentes

(Ohtake, H. & S. Silver 1987; Cervantes, C. & H. Ohtake, 1988).

Recientemente se han secuenciado dos determinantes de resistencia a cromato



a partir de plasmidos de Pseudomonas aeruginosa (Cervantes, C. et al., 1990)
y A. eutrophus (Nies, A. & S. Silver. 1990). El anilisis de estas secuencia

revelé una homologia entre los polipéptidos hidrofobicos, designados ChrA,

codificados por ambos determi (Cerv: C. et al., 1990). Se asume

que ChrA es una proteina de membrana responsable de la traslocacién de los
iones de cromato, de manera similar al papel de ArsA en la expulsion de
arseniato (Cervantes, C. et al., 1990)figura 3).

Se ha reportado un mecanismo de resistencia a cromo no codificado por
plaismidos que se basa en la destoxificacion del cromo hexavalente mediante su

reduccion a cromo trivalente (Bopp, L. H. & H. L. Ehrlich, 1988) (figura 5).

SO¥, CrO%. Reduccion Cr il Cro*,

Capacion

CrO*s
Reduceitn

Coll g Efcctos toxicos
Gencs cromosdamicos

Figura 5. El cromo hcxavalente penctra a las bacterias por el sistema de transporte del
sulfato y pucde ser reduc:do a cromo trivalente en el citoplasma o en el exterior de las
€lul (genes cr 6 ). Las baclcrm resistentes  expulsan el cromo hexavalente

4

pr génicos codificados por p ido
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Mercurio

Se ha descrito que la resistencia a mercurio se debe a una reduccién de

la forma inorganica (Hg?*) a la forma metalica volatil (Hg®), constituyendo, de

esta a, una efici forma de destoxificacién (Summers, A.O. & S,
Silver 1978) (figura 6). Los determinantes plasmidicos de resistencia a
mercurio de bacterias Gram négativas provenientes de 3 diferentes fuentes
fueron clonados y secuenciados: los transposones Tn21 de Shigella flexneri y
Tn501 de Pseudomonas aeruginosa (Brown, N.L. et al., 1986; Misra, T.K. et
al., 1984) y el plasmido pDU1358 de Serratia marcescens (Griffin, H.G., et
al., 1987). Estos autores encontraron gran homologia entre las proteinas
deducidas de la secuencia del DNA de las 3 especies. La resistencia a mercurio
se encuentra asociada al operén mer, el cual consta, de un gene regulador que
codifica para la proteina MerR y a continuacién se encuentra la regién del
operador-promotor a donde se une MerR y el primer gene estructural que
codifica una proteina membranal, MerT, que transporta el mercurio
extracelular. El siguiente gene merP, origina una proteina periplasmica con
capacidad de unién de mercurio, que se postula como responsable de acarrear
el catidén unido a MerT al citoplasma. Después se halla merC, cuyo papel en el
transporte dc mercurio no ha sido definido (Kusano,T. et al., 1990).

Finalmente, €l gene merA, que contiene FAD como cofactor y cuya forma
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funcional es dimérica. Los 3 polipéptidos MerT, MerP y MerA tienen en
comin la presencia de pares de cisteinas que se cree estdn involucrados en la
unién del mercurio y en su transporte secuencial del exterior al espacio
periplasmico y al citoplasma para su destoxificacién (Silver, S. & T.K. Misra.
1988).

Se¢ ha encontrado un gene adicional en el determinante de Serratia,
merB, que codifica una liasa, enzima que amplia el espectro de resistencia a
compuestos organomercuriales (Griffin, H.G. et al.,, 1987) (tales como los
antisépticos merthiolate y mercurocromo). La liasa rompe ¢l enlace entre el
carbono y el mercurio del organomercurial liberando el mercurio iénico que es
posteriormente destoxificado por la reductasa (Silver, S. & T.K. Misra. 1988)

(figura 6).

Hg?"__Reductasa , Hg®

4

A .
Liasa @

Figura 6. Destoxificacién de mercurio y or curiales, La red 1 fdi
transforma e} i6n mercarico en la forma volitil menos téxica (Hg®). Algunos también
codifican una liasa que actiia sobre los organometales.
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No obstante que ya han sido esclarecidos los mecanismos de resistencia
a algunos metales por parte de las bacterias, a la fecha, no se conoce
mecanismo de resistencia alguno a plomo, ni siquiera ha quedado claro si
existen bacterias resistentes a este metal. Sélo hay un reporte de Nakahara y
col. (1977a) en donde la distribuciéon de la CMI (concentracién minima
inhibitoria) de plomo en una poblacién de cepas clinicas de S. aqureus es
bimodal, distinguiéndose asi, dos subpoblaciones (sensible, CMI = 3.1-6.2
ug/ml y resistente CMI = 1600-3200 ug/ml). En contraste, Vaca y col. (1995)
encontraron una distribuciéon unimodal de la CMI de plomo para una poblacitén
de cepas aisladas de suelos contaminados con plomo; estos autores
consideraron que todas las cepas eran resistentes debido a que el pico de la
distribucién ocurrié6 a 800-1600 ug/ml. Nakahara y col. (1977b) obtuvieron
una distribucién de un solo pico para plomo (1600-3200 pg/ml) en colecciones
de cepas Gram negativas.

De ésta manera, la seleccién de cepas resistentes a antibiSticos en
ambientes hospitalarios o en pacientes no hospitalizados que han sido tratados
con antibacterianos es ficilmente comprensible, mas ain si consideramos el
mal uso y abuso de los antibidticos (automedicacién o prescripcién del
antibidtico inadecuado, a dosis erréneas, durante un lapso insuficiente; el

empleo de estos compuestos como parte de la dieta de animales). Sin embargo,
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ta emergencia de cepas clinicas resistentes a metales pesados (que no se
utilizan como desinfectantes) es mas dificil de entender, sobre todo cuando las
cepas son resistentes solamente a metales y no a antibiéticos; ya que, por
supuesto, si los determinantes de resistencia a metales y antibiéticos residen en
un mismo plasmido, la seleccion para resistencia al antibidtico en el ambiente
hospitalario conduciria a la seleccién indirecta de la resistencia al metal. Asf
pues, los factores selectivos para bacterias resistentes s6lo a metales no se han
identificado aOn. Parece poco probable que las bacterias resistentes a metales
se originen al azar; quiza el factor de seleccién sea la contaminacién ambiental

por metales pesados.
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JUSTIFICACION

La resistencia bacteriana a metales en las ultimas décadas ha recibido
especial atencién debido a la creciente contaminacidon producida por metales
pesados en diferentes ecosistemas. En México existen varios ejemplos de
contaminacion ambiental. Por ejemplo, en el area de Lecheria (Estado de
Meéxico) una empresa procesadora de cromo provocé una grave coma:ﬁinacién
que se reflejé en niveles elevados de cromo en la poblacion (Baez, A.P. er al.,
1977). El empleo de bacterias para reducir Cromo hexavalente con fines de
descontaminacién se ha descrito ( Boop, L.H. & H.L. Ehrlich, 1988 ) pero no
se ha llevado a cabo.

Otro ejemplo de contaminacion ambiental es la ocasionada por plomo
(anualmente se depositan dos millones de toneladas de plomo en el aire) que
puede cjercer efectos daifiinos para los humanos, afectando los sistemas:
hematopoyético, hepdtico, renal, reproductivo y nervioso central
(principalmente en nifios y mujeres embarazadas) (Silbergeld, E.K. 1990).

De tal manera que el presente trabajo se enfatiza en buscar cepas
clinicas de S. qureus resistentes a metales pesados (en particular a plomo),
considerando qbue podrian ser de gran utilidad no solo para la destoxificacion de

ecosistemas, sino también como una altermativa para recuperar metales valiosos




de yacimientos agotados, o como sondas para evaluar la contaminacion

ambiental por metales pesados.
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OBJETIVOS .

GENERAL
Determinar la resistencia a antibidticos y metales pesados en un grupo de cepas

clinicas de Staphylococcus aureus

PARTICULARES

e Establecer la resistencia a 12 antimicrobianos por el método de Bauer-Kirby

e Detectar la produccién de B-lactamasa en las cepas resistentes a penicilina

e Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) de ampicilina y
amoxicilina por el método de dilucién en placa

e Cuantificar el efecto de los inhibidores de B-lactamasas sulbactam y acido
clavulanico sobre la CMI de ampicilina y amoxicilina, respectivamaente,
para las cepas de S. gureus mediante el método de dilucién en placa

e Cuantificar la resistencia a plomo, cadmio, mercurio, cromato y arsénico por
dilucién en placa

e Determinar los patrones de multirresistencia a metales pesados y antibiéticos

e Comprobar si los determinantes de resistencia (en particular a plomo)
residen en plasmidos mediante su aislamiento y curacién con bromuro de

etidio (BrEt)
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MATERIAL Y METODOS

Para el desarrollo de este trabajo se aislaron 150 cepas de

Staphylococcus aureus de las diferentes localizaciones morfolégicas (faringe,
vagina, conjuntivas, oido, vulva vaginal, uretra, fosas nasales, piel y vias
respiratorias inferiores) de pacientes infectados (todos los pacientes
presentaron su orden médica de solicitud de laboratorio) pertenecientes a la
comunidad de Los Reyes Iztacala, que acudieron al servicio de laboratorio de
Andlisis Clinicos de la Clinica Universitaria de la Salud Integral (CUSI),
ubicada en la ENEP Iztacala.

Se realizaron un total de 150 cultivos (113 exudados faringeos, 17
exudados vulvares, 7 urocultivos, 5 exudados conjuntivales, 3 exudados
Sticos, 1 exudado vulvar, 1 exudado uretral, 1 exudado nasal, 1 cultivo de

expectoraciény 1 cultivo de piel).

Ob i6on de las ras y aislk i

Exudados faringeos

Previo aviso, los pacientes se presentaron en ayunas y sin aseo bucal. Para la
toma de muestras se utiliz6 un abatelenguas estéril, con el cual se hizé
descender la lengua, revisandose la cavidad faringea con el fin de reconocer el

eritema, inflamacién o ulceras. Posteriormente se deslizé un hisépo estéril por




la faringe y amigdalas afectadas, teniendo cuidado de no tocar la lengua y
paredes laterales de la boca. Una vez realizada la toma, se descargé la muestra
en los medios de Agar sangre, Sabouraud y S110, los cuales se incubaron a 37°

C durante 24 horas.

Exudados vaginales

Las damas se presentaron sin aseo y sin tener relaciones sexuales durante las
ultimas 24 horas. Se colocé a las pacientes en posicion ginecolégica y se
introdujo un espejo estéril a fin de localizar el cuello uterino, posteriormente se
fijo el espejo abriendo la vulva y se tomé la muestra de la secrecién del fondo
del saco posterior y del cérvix con la ayuda de un hisépo estéril. El hisépo se
sembré en el medio liquido de infusion-cerebro-corazén (BHI) y se incubd a
37° C por 24 horas. Finalmente se resembré en los medios de Agar sangre,
EMB (eosina azul de metileno), Sabouraud y S-110.

Para los otros sitios de muestreo (uretra, fosas nasales, conjuntiva, vulva
vaginal, éido, y piel), se les indico a los pacientes que se presentaran sin aseo
de la zona afectada, para posteriormente tomar la muestra de la secrecién por
medio de un hisépo estéril. Una vez tomadas las muestras, se siguié el mismo

procedimiento de los cultivos vaginales.

29



Identificacién bacteriana

Una vez obtenido el crecimiento 6ptimo se procedié a la caracterizaciéon

de las cepas de S. aureus por morfologia colonial (colonias grandes, circulares,
lisas, de bordes enteros, brillantes, doradas ) y microscépica utilizando la
tincion de Gram (Observacién de cocos Gram positivos).

Adicionalmente, a las colonias se les aplicaron las siguientes pruebas:

a) Fermentacion de glucosa y manitol. Por medio de un asa estéril se tomaron
varias colonias sospechosas y se inoculd sobre agar manitol, el cambio de color
de rojo a amarillo en un tiempo de 24 horas a 37° C indicé una prueba positiva.
b) Prueba de la catalasa.- Se deposité en un portaobjetos la colonia sospechosa
para posteriormente agregar una gota de peroxido de hidrégeno al 3%. La
formacién de burbujas indicéd una prueba positiva.

¢) Prueba de la coagulasa.- Se suspendié una colonia en 1 ml de plasma
humano diluido 1:6 con solucién salina y se incubé a 37° C, Se aprecio la

formacién del coagulo en un tiempo de 1 a 14 horas.

Resist: ia a antibiéti

Una vez caracterizadas las bacterias se utilizé la técnica de Bauer-Kirby

(Bauer, et al., 1966) para probar la sensibilidad y/o resistencia de cada cepa

encontrada, para lo cual se tomaron 5 colonias (de cada cepa) con un asa
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estéril y se inocularon en 5 ml de caldo Mueller Hinton, se incubaron a 37° C
hasta que aparecié una turbidez ligera (3 horas), la turbidez se ajusté con
solucién salina estéril hasta que se obtuvd una densidad comparable, con un
estandar de sulfato de bario. El estindar se preparé mezclando 5 ml de BaCl,
0.048 M (1.175% peso/volumen de BaCl, 2H,0) con 99.5 ml de H>SO,  al 1%
v/v (0.36N), que fue la mitad de la densidad del estindar No. 1 de
MacFarland (estandar 0.5 de MacFarland), el estindar correspondié a 10®
microorganismos/ml. Posteriormente se procedié a inocular el agar de Mueller-
Hinton por medio de hisdSpos estériles, los cuales se humedecieron con la
suspension (crecimiento bacteriano) y se estriaron sobre la totalidad de la
superficie del agar.

Por ultimo se tomd un sensidisco con 12 antimicrobianos a determinar
(Sanofi, diagnostics, Pasteur), con una pinza estéril y se colocé sobre ¢l agar de
Mueller-Hinton. Asi el antimicrobiano se difundié formando un gradiente de
concentracién, que inhibié o permitié el crecimiento de la bacteria en un tiempo
de 24 h a 37° C. De esta manera las cepas se clasificaron como susceptibles (
S ) o resistentes ( R ) dependiendo el didmetro del halo de inhibicién (el cual
se midid con un vernier), conforme a las recomendaciones del fabricante
respecto a los puntos de corte (tabla 4). La cepa control utilizada para medir la

reproducibilidad de esta técnica fue Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
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Tabla 4. ANTIBIOTICOS UTILIZADOS CONTRA LAS CEPAS DE S. aureus

ANTIBIOTICOS | ABREVIATURA FAMILIA ACCION® l"'/‘\"- “?Uﬂ DE INIIé(mn)
Ampicilina AMP Aminopeniciling 1 <28 =29
Cefslotina CF Cefalosporine  de 1 <14 5-17 218

1* generaciém
Cefotaxima CTX Cefslesporins de 1 s 14 15-22 z23
3 gemernciém
Cefiazidima CAZ Cefalosporing de ) <14 1537 z18
3° geseraciom
Cefuroxima CXM™m Cefaloaperina de 1 < 14 15-87 z18
2° geserncién
Dicloxacilinana CLOX Peniciline 1 S10] 11-32 =13
Ervitromicina ER1 Macrélido 3 =13 14-17 218
Gentamicina GEN Aminoglucésido 3 <12 13-14 215
Pefloxacina PEF Quisoloas 4 s 14 18-22 223
Penicilina PEN Pemicili ¥ <28 229
Teteaciclina TET Tetraciclina 3 < 4 15-18 219
Trimctoprim- SXT 4 <10 | $1-1S 216
salfamectoxszol
sy suils
1 Inhlbiclo- ﬂe 1a lormadé. de la pared celulnr. 3 Interferemcia en Ia sintesis de proteinas,
P Y

de los dcidos aucidicos
"R= nummu. 1 = Intermedia y S = Seasible
Tomada de Giono, C.S. 1983,

D i6n de B-lact

Una vez determinada la susceptibilidad a los 12 antibidticos se detectd la
produccién de B-lactamasas, (principalmente en las cepas resistentes a
ampicilina y penicilina), para lo cual se utilizaron discos impregnados con una
cefalosporina cromégenica nitocefin (BBL). Este compuesto cambia de color
amarillo a rojo cuando el enlace amida del anillo pB-lactimico es hidrolizado por

la B-lactamasa.
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Un disco impregnado con nitrocefin se humedecié con una gota de agua estéril
Yy enseguida se colocé con un asa estéril una colonia aislada (crecida en agar
S-110 a 37° C por 24 horas) de la cepa de S. aureus. Se observé la ocurrencia
de cambio de color durante un periodo maximo de 1-2 minutos (O’Callaghan,

C.H.etal., 1972).

Determinacion de la CMI1 de ampicilina, amoxicilina y en combinacién
con los inhibidores de p-lactamasas sulbactam y dcido clavulénico,

respectivamente.

La concentracién minima inhibiloria de ampicilina, ampicilina + sulbactam,
amoxicilina y amoxicilina + acido clavulanico se determiné por el método de
dilucién en placa en agar Mueller-Hinton (MH), utilizando un sembrador
multiple, conforme a lo reportado por Vaca, er al., (1995). Para lo cual se
crecié cada una de las 150 cepas en caldo nutritivo a 37° C con agitaciéon
constante durante 16 horas. Cada cultivo se diluyé (1:3) con caldo nutritivo en
un pozo del sembrador, para posteriormente hacer las replicas en cajas de MH
mas diluciones dobles seriadas del antibiético solo (ampicilina y amoxicilina) y
en combinacién con el inhibidor en el rango de concentracién de 3.9 a 2000
pug/ml, La CMI es la minima concentracién del antibiético que inhibe el

crecimiento visible después de incubar 24 h a 37° C.
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Las combinaciones de p-lactamico+ inhibidor de p-lactamasas utilizadas
fueron: Clavulin (SmithKline Beecham Farmacéutica); el cual contiene
amoxicilina + 25% de clavulanato de potasio y Unasyna (Pfizer), la cual

contiene ampicilina y 68.8% de sulbactam.

Determinacion de la CMI a metales pesados

La determinacién de la CMI a los metales pesados se realizé por el método de
dilucion en placa en agar nutritivo (Cervantes-Vega. et al., 1986), cada cepa se
crecié en caldo nutritivo (agitacién por 16 horas a 37 °C). Cada cultivo se
diluyo (1:3) en los pozos del replicador, para después hacer las replicas en las
cajas de agar nutritivo mas diluciones dobles seriadas de la sal de cada metal
(tabla 5). Los metales en forma de sales (J.T.Baker) utilizados fueron: acetato
de plomo (Pb (CH;COQ);), arsenato de sodio (NaxHAsO,), cloruro de cadmio

(CdCl2), cloruro de mercurio (HgCly) y cromato de potasio(K,CrO.).
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Tabla 8 C i de los les utilizados
[F1.0MO AGAR Sloekc A silogk 1B
ml uelShml RO me/ml_ [ (A= 1710 (83 =1710y
32 2mi
16¢ mi
o 40000 , 5000
400 20000 2500 m|
| 200 10000 1250 ml
100 0.6250 ml
50 2500 03125 ml
25 12 0.1562 ml
12 6. 7812
312.5000
125 156.2500 953
562 2500 00 977
ARSENATO stock A Stock B
[ ug/ml ue/50 ml me/ml_{(A=1/10)
(3200 160000 2 ml
1600 1 ml
| 800 40000 0,5000 m|
| 400 20000 0.2500 m}
| 200 10000 0.1250 inl
| 100 5000 0.6250 ml
S0 2500 03125 ml
1250 0.1562.m!
10 tockK A stock
ue/ml 11e/50m1 me/mb[(A=1710)
320 16000 ml
160 ml
80 4000 5000 m}
2000 02500 mi
2 1000 01250 m}
] 500 250
250 125
5000, 125 562
62,5000 781
| CADMIO stock A A=1/10)
up/ml Le/50ml 20 me/mi
[ 800 4 2mi
["400 20000 ml
[200 1 5000 ml
1 5000 2500 ml
2500 1250 m)
25 1250 0.6250
12,5000 625 03125 ml
312.5000 0.1562 ml
CROMATO tock A
ue/mi u/50ml S mg/ml
| 3000 150000 m}
| 1500 23000 ml
250 37500 000 m
376 18750, 2500 m
187.5000. 375 250m
3 4687,5000 0625 m

L___23.5000
Stock “ A = =mg de cada metat mas 10 ml de agua dest

ilada estéril.

Stock “ B” = 1 ml dcl Stock “A™ m4is 9 ml de agua destilada estéri
Stock * C*“ = 1 ml del Stock “B” mas 9 m} de agua destilada estéril,
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s 1, Y

Clasifi i6n de la resi 2 p

Las cepas se clasificaron como susceptibles (S) o resistentes (R) con base a
los criterios reportados por Nakahara et a/., (1997a) para cepas de S. qureus

(método de dilucién en placa) (tabla 6).

Tabla 6. Clasifi i6n de las cepas de S. aureus a metales pesados

METAL CMI (ug/ml)
S R
Plomo 3.1-6.2 800-3200
Cromato 1-750 751-3000
Mercurio 1.6-6.2 12.5-50
Cadmio 0.8-3.2 51-200
Arsenato 25-200 1600-3200

Procesamiento de la informacién para los patrones de multirresistencia

Para almacenar y ordenar los datos se utilizé una base de datos en Dbase
II1 plus que nos permitié hacer las busquedas necesarias, particularmente en lo
que se refiere a los diferentes patrones (combinaciones de resistencia) de
n'Iultirresistencia a antibidticos y a metales pesados, de los cuales hay 131072
(2 '7) posibles, toda vez que se utilizaron 12 antibidticos y 5 metales pesados,

siendo dos las posibilidades para cada uno (R o S). Las cepas con
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susceptibilidad intermedia a antibidticos se clasificaron como resistentes,
debido a que si se hubieran considerado estos, el nimero de patrones de
resistencia diferentes hubiera sido 129140163 (3'7), demasiado grande para
realizar todas las blisquedas en la base de datos. Por esta razén decidimos
considerar a las cepas con sensibilidad intermedia como resistentes, para
facilitar el analisis y porque fue mejor para los pacientes infectados la

administracién del antibidtico al que la cepa fuese claramente sensible.

Extraccién de pliasmidos

Para el aislamiento de plasmidos se utilizé un método modificado de lisis
alcalina ( Le Gouill, C. & Jean-Luc, P. 1994) que consistié de lo siguiente:
1.- Se Sembr6é la cepa de S. aureus seleccionada en caldo nutritivo y se
incubé en agitacién constante a 37° C por 24 horas.
2.- Centrifugé 1.5 ml del cultivo a 15,000 rpm.
3.- Resuspendio la pastilla en 100 pl de la solucién I (50 mM glucosa, 10 mM
EDTA, 25 mM Tris HCL, PH 8.0), y se afadié 0.2 pul de RNAsa (5-15

minutos a temperatura ambiente).
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4.- Agregd 200 pl de la solucidén II (0.2 NaOH, 1% SDS), se mezcld por

inversion 1 minuto, se agregd 200 ul de cloroformo y se mezclé por inversién

1 minuto.

6.- Afiadié 150 ul de la solucion 111 (acetato de potasio 5 M, 5 ml de acido

acético glacial al 5%).
7.- Centrifugd 2 minutos a 4° C (15,000 rpm) y se separard la fase acuosa
(superior) a otro tubo eppendorf para mezclar por inversion con 2 volumenes de

etanol absoluto frio.

8.- Centrifugd 2 minutos a 4° C (15,000 rpm), se desechd el sobrenadante y se

lavé el paquete con 1 ml de etanol al 70%
9.- Seco la pastilla a 60-65° C durante 5 minutos.
10.- Resuspendio la pastilla en 40 pl de agua bidestilada estéril.

11.- El DNA se analizé por clectroforésis en geles de agarosa al 0.8% (camara

de electroforesis horizontal) con 200 mi de buffer TBE1 1X, para lo cual se

utilizé una fuente de poder Ec250-90. El corrimieto se realizé a 100 volts por

50 minutos.

12.- Los geles se revelaron con bromuro de etidio (5 pug/ml) y se

transluminaron con luz uitravioeta.
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13.- Se fotografiaron los geles con una camara polaroid bajo transiluminacién

con luz UV.

Curacién de plismidos

Para la curacién de pldsmidos se seleccioné a una cepa de S. qureus
multirresistente a antibi6ticos y metales pesados. Se sembré la cepa en caldo
nutritivo mas bromuro de etidio (Bret) (2ug/ml) y se incubé a 37° C con
agitacién constante durante toda la noche. Al término se espatularon diluciones
del cultivo sobre 10 cajas de agar nutritivo (para tener un total de 1000
colonias) conforme a lo reportado por Nakahara et al., (1977a) (en donde
aproximadamente una de cada 1000 bacterias se curaron). Posterior a la
incubacién se picaron las 1000 colonias con palillos estériles a medios de agar
nutritivo maés las sales de los metales a los que la cepa fue resistente. Al
término se eligieron las colonias que no crecieron en presencia de los metales y
se analizé (a cada una de las colonias con el propésito de determinar la
eficiencia de curacién) su sensibilidad y/o resistencia a los antibi6ticos. Para
finalizar se extrajé el DNA plasmidico (Le Gouill, C. & Jean-Luc, P. 1994) de
dos de las colonias de la cepa tratada con Bret, para comprobar si se curaron de
plasmidos y para determinar si la resistencia a metales pesados (en particular a

plomo) y a antibidticos se encontraba asociada en plasmidos.
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RESULTADOS

ORIGEN DE LAS CEPAS

Para el desarrollo de este trabajo se analizaron 150 cepas de
Staphylococcus aureus que fueron aisladas de las diferentes ubicaciones de
150 pacientes que acudieron al sérvicio de laboratorio de Analisis Clinicos de
la CUSI-Iztacala.

Como se aprecia en la grafica ), setenta y seis por ciento de las cepas se
aislaron de la nasofaringe, 16 % de vias urinarias (cultivos vaginales y
urocultivos) y el 8 % de cultivos diversos (en cinco cultivos oculares 5 cepas,
oticos 3, exudado vulvar 1, uretral, espectoracién y cultivo de piel una
cepa).

En la grafica 2 se aprecia que la mayoria de los pacientes fueron nifios y
adutltos, el 71.9 % tienen 30 afios 0 menos. El grupo de edad mds abundante fue
el de 21-30 afios (28%), seguido por los grupos de 1-10 (23%) y de 11-20
afios (20.6%). Los grupos minoritarios fueron: 61-70 afos y 71-80 (0.6% en

cada caso).
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GRAFICA1
ORIGEN DE LAS 150 CEPAS DE Staphylococcus aureus
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Resi in 2 antibiéti

El 94% de las cepas analizadas fueron resistentes a los antibi6ticos B-
lactamicos penicilina (Pen) y ampicilina (Am) (grafica 3), 92% a la
cefalosporina de 3® generacién ceftazidima (Caz) y 73% al macrdlido
eritromicina (Eri). El 57% de las cepas mostré resistencia a la quinolona
pefloxacina (Pef) y aproximadamente ¢l 40 % para la cefalosporina
cefotaxima (Ctx) o a la tetraciclina (Tet). Alrededor del 36% fueron
resistentes a la penicilina semisintética dicloxacilina (Dc¢) y el 32% al
trimetoprim con sulfametoxazol (Sxt). Solo el 24% de las cepas presentd
resistencia al aminoglucésido gentamicina (Ge).

Los porcentajes mas bajos de resistencia fueron para las cefalosporina
cefuroxima (Cxm, 2* generaciéon ) con un 10.6 % y para la cefalotina (Cf, 1*

generacién) con un 7%.

Multirresi ia a antibidti

Todas las cepas probadas fueron resistentes a 2 o mas antibidticos
(grifica 4), una de ellas (0.6%) mostrd resistencia frente a los 12
antimicrobianos. Los mayores porcentajes de resistencia correspondieron a
seis (27.3 %), siete (20.6%), cinco (15.3%) y cuatro (12%); en tanto que los

menores fueron para ocho (8.6%), tres (6%) y nueve (4%). Es importante
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GRAFICA 3

% DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS POR CEPAS DE
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destacar que aproximadamente el 75% dec las cepas mostré resistencia en el

intervalo de 4-7 antibidticos.

Prod i6n de B-lact

El 96% de las cepas (grafica 5) fueron productoras de B-lactamasas y

solo el 4% (6 cepas) no produjeron B-lactamasas.

C raci ini inhibitorias de f-lactimico con y sin inhibidor

de p-lactamasas

Como puedc observarse en la grafica 6, la CMlIsy de ampicilina
(concentracion que inhibe al 50% de las cepas) fue 250 pg/ml y la CMlg, fue
de 1562 upg/ml. La adicién de sulbactam disminuyé 10 veces la CMls, (23
pg/ml) y la CMlIg, (164 pug/ml).

La CMlIs, de amoxicilina correspondié a 390 pg/ml y la CMly a 1687
pg/ml (grafica 7). La adiciéon del 4cido clavulanico a la amoxicilina redujé 8

veces la CMlso (47 pg/ml) y la CMlIg (207 pg/ml).
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GRAFICA 5
PRODUCCION DE BETA LACTAMASAS POR LAS
CEPAS DE Staphylococcus aureus

BLAC - (4%)

BLAC +(96 %)

BLAC+ = factamasa POSITIVA
BLAC- = fdactamasa NEGATIVA

47



GRAFICA 6
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GRAFICA 7
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Variedad de pB-1 producidas por pas de S. aureus

Si bien, las CMI;5p y CMIgo de ampicilina y amoxicilina se redujeron en
10 y 8 veces por efecto del inhibidor de de f3-lactamasas sulbactam o acido
clavulanico, respectivamente, al analizar el cociente CMI-B—lactamico/CMI 3-
lactamico+inhibidor de pPB-lactamasa, se aprecia que las [-lactamasas
producidas por las cepas estudiadas difieren en sensibilidad al inhibidor
correspondiente. En la griafica 8 puede observarse que la disminucién de la
CMI1 de la ampicilina por el sulbactam tiene una distribucién cuya media
corresponde a 10.5 veces en un intervalo de 2 a 64 veces, con 6 cepas (4%)
cuya CMI no cambia.

Una distribucién  similar se obtuvo para el cociente CMI
amoxicilina/CMI-amoxicilina+acido clavulanico, con una media de 8.3 veces
en un intervalo de 2 a 32 veces Yy con las mismas 6 cepas cuya CMI no

disminuye por efecto del clavulanico (grifica 9).
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GRAFICA 8

EFECTO DEL SULBACTAM SOBRE LA CMI DE
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‘ GRAFICA 9
EFECTO DEL ACIDO CLAVULANICO SOBRE LA
CMi DE AMOXICILINA
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Resi i a tal dos por cepas de 8. aureus
Plomo
En la grafica 10 puede observarse que la CMI a plomo presenta una

distribucién bimodal, resistente (97.4% de las cepas) en el pico de 800-3200
pug/ml y sensible o medianamente resistente (2.6%) en el pico de 100-200
ug/mil
Cromato

La CMI del 95% de las cepas a cromato, se distribuyé unimodalmente en
el pico de sensibilidad de 187-375 ng/ml (gréfica 11).
Mercurio

En la grafica 12 se observa que el 96% de las cepas fue resistente a
mercurio, presentando una distribucién de un solo pico (CMI, 20-40 pg/mli).
Cadmio

Se obtuvo una distribucién similar para la CMI a cadmio (grafica 13), en
donde el 97% de las cepas se situé en el pico de resistencia de 50-200 pg/mi.
Arsenato

La distribucidon de la CMI a arsenato (grafica 14) por parte de las cepas
de S. aqureus fue bimodal, siendo el 26% de las cepas sensibles en el intervalo

de 200-400 pg/ml y el 74% resistentes en el rango de 800-3200 ug/ml.
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GRAFICA 10

SUSCEPTIBILIDAD A PLOMO POR CEPAS DE
Staphylococcus aureus
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GRAFICA 11

SUSCEPTIBILIDAD A CROMATO POR CEPAS DE
Staphylococcus aureus
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GRAFICA 12

SUSCEPTIBILIDAD A MERCURIO POR CEPAS DE
Staphylococcus aureus
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GRAFICA 13

SUSCEPTIBILIDAD A CADMIO POR CEPAS DE
Staphylococcus aureus
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GRAFICA 14
SUSCEPTIBILIDAD A ARSENATO POR CEPAS DE
Staphylococcus aureus
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Patrones de multirresistencia a antibiéticos y metales pesados

Para obtener los diferentes patrones de resistencia a antibidticos y
metales pesados se utilizé una base de datos en dbase III plus. La tabla 7
muestra el numero de patrones de multirresistencia, el naimero de cepas en cada
uno de ellos, los patrones de resistencia a antibi6ticos y a metales pesados y el
grupo de cada patrdn designado por letras (solmente en aquellos
representados por un mayor nimero de cepas). Se observaron un total de 104
patrones distintos de multirresistencia, dentro de los cuales 81 estuvieron

representados por una cepa cada uno, 17 por 2 cepas y un solo patrén por 3

cepas.
Tabla 7. Patrones de resi in A il icos y metales dos por cepas de S. aureus
No. No. Cepas Patrones de resistencia a antibiéticos Patrones de | Grupo
Patrones por patron resistencia a
diferentes metales
81 1
17 2
1 3 E, AM, SXT, CTX, PEF, PE, CAZ Pb, Hg, As, Cd A
1 4 AM, CTX, PEF, PE, CAZ Pb, Hg, As, Cd B
1 4 E, AM, CTX, PEF, PE, CAZ, DC Pb, Hg, As, Cd C
1 6 E, AM, SXT, CXM, PEF, CAZ, TE | Pb, Hg, As, Cd D
1 6 E, AM, PE, CAZ, GE .| Pb, Hg, As, Cd E
1 12 E, AM, CTX, PEF, PE, CAZ 25| Pb, Hg,As »Cd F
TOTAL 104 15
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Dos combinaciones de resistencia distintos entre si (grupo B y C),
estuvieron representados por cuatro cepas cada uno; estos dos patrones
comparten en comin la resistencia a ampicilina, cefotaxima, pefloxacina,
penicilina, plomo, mercurio arsenato y cadmio

Los siguientes dos patrones de resistencia, (D y E) diferentes uno del
otro, estuvieron representados por seis cepas cada uno, compartiendo la
resistencia a eritromicina, ampicilina, ceftazidima, plomo, mercurio, arsenato y
cadmio. El patrén con un niémero mayor de cepas (12) fue el perteneciente al
grupo F con resistencia para: E, AM, CTX, PEF, PE, CAZ, Pb,Hg, As, y Cd.

Los ultimos seis patrones de resistencia (grupos A, B, C, D, E y F)
comparten en comiin la resistencia a ampicilina, ceftazidima, asi, como a
plomo, mercurio, arsenato y cadmio.

Es importante mencionar que dentro de las 150 cepas de S. gureus
distribuidas en los 104 patrones distintos de multirresistencia se encontraron 4
ccpas sensibles o moderadamente resistentes a plomo. Estas 4 cepas ademas de
ser sensibles a plomo, comparten en comin la resistencia a mercurio, arsénico,

cadmio, cromato y al antibiético dicloxacilina
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Aisl iento de pla :q

La extraccién del DNA plasmidico se realizé por un método modificado de
lisis alcalina (Le Guuill, C. 1994), para lo cual se escogié a una cepa
representativa, de cada grupo de resistencia (A, B, C, D, E y F) (debido a que
estos grupos presentaron el mayor nimero de cepas). En la figura 2 se observa
la existencia de varias bandas plasmidicas de diferentes pesos moleculares. En
el carril 1 (grupo E ) se observé un plasmido con un tamafio aproximado de
16,000 pb. En el carril 5 (grupo F) se distinguicron dos bandas, una de un
tamano mayor a los 23,000 pb y otra de un tamaiflo similar a la banda
correspondiente a la cepa del grupo E (16,000 pb). EIl carril 7 (grupo C)
presenté una banda plasmidica intermedia con un tamaifio aproximado de
23,130 pb.

No se observaron bandas plasmidicas para las cepas correspondientes a

los grupos de resistencia A (carril 2), D (carril 3) y B (carril 6).

Curacién de plésmid

Para la curacién de plasmidos, se seleccioné a la cepa representativa del
grupo de resistencia F (toda vez, que esta cepa presenté dos bandas
plasmidicas). En la tabla 8 pueden observarse los patrones de resistencia a

antibidticos y metales pesados de la cepa correspondiente al grupo de
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resistencia F. Se aprecia que después de la curacién, la cepa perdid los
fenotipos de resistencia a: Ampicilina, Penicilina, Cefatzidima, Arsenato, asi

como, también la produccién de 3—lactamasa.

Cepa orviginal Cepa tratada | Fenotipos perdidos Eficiencia de curacién
con BrEt para antibidticos y
metales pesados (%)
E, AM, CTX, PEF, PE,|E,CTX, PEF, |AM, PE, CAZ, As y|AM = 10
CAZ, Pb, Hg, As, Cd Pb, Hg, Cd Produccién de fB-|PE = 10
lactamasa CAZ= 10
As = 10

Tabla 8. Patrones de resistencia de la cepa de S. aqureus (grupo F), antes y después de la
curacién con Bromuro de etidio (BrEt). E=Eritromicina, AM=Ampicilina,
CTX=Cefotaxi Pef=Pefl i PE=Penicilina, CAZ= Ceftazidima, Pb=Plomo,
Hg=Mercurio, As=Arsenato y Cd=Camio

Es importante destacar que la eficicencia de curacidon para cada marcador
correspondié a un 10% (se curaron 100 de cada 1000 mil bacterias).

Con e! proposito de determinar si la cepa de S. aureus representativa
del grupo de resistencia F, poseia aan los plasmidos (16,000 y > 23,000 pb)
después de ser tratada con bromuro de etidio, se procedidé a su identificacion
por el mismo método (Le Gouill, C. 1994). En la figura 3 puede apreciarse que
la cepa (grupo F) se curd de los plasmidos (16,000 y > 23,130 ), toda vez, que

no se identificé ninguno de los dos.
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DISCUSION
Origen de las cepas

En el 76% de los aislamientos de nasofaringe se identificé a

Staphylococcus aureus, lo que coloca a esta especie como la causa principal
mas probable de de las infecciones del tracto respiratorio superior en los

pacientes estudiados. Estos datos concuerdan con lo reportado en un estudio

previo amplio (Jiménez, E., 1996) en el que se analizaron 1454 cepas
bacterianas aisladas de pacientes de la CUSI-1 durante un periodo de 7 afios
dentro de las cuales 816 (55.7%) se aislaron de la nasofaringe y de éstas 618
(75.7%) correspondieron a S. aureus. De las 651 cepas totales de S. aqureus
estudiadas por Jiménez (1996), el 92.6% (603 cepas) se aislaron de la

nasofaringe.

La mayoria de las cepas reportadas aqui se aislaron de nifios menores a los
10 aiios de edad (23%) y jovenes (48.6% para el grupo de 11-30 afios), y un
porcentaje muy bajo (1.2%) de ancianos (61-80 aiios).

Si bien, los infantes son los mas susceptibles a las infecciones
respiratorias (por su inmadurez anatémica e inmunoldgica), el hecho de

encontrar un porcentaje bajo en persoﬁas de la tercera edad (que también son
susceptibles a infecciones de este tipo), refleja solamente que este grupo fue el

menos abundante en la poblacién de pacientes que acudieron a la CUSI-I.
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R ia a antibidti

El 94% de las cepas de Staphylococcus aureus estudiadas en este
trabajo fueron resistentes a los antibidticos f-lactiamicos penicilina y
ampicilina, respectivamente (grdfica 3), porcentaje que rebasa al 80%
reportado hasta ahora en otras partes del mundo (O’Brien, T. F. 1986). La alta
frecuencia de resistencia a estos antibiéticos puede deberse al hecho de que son
utilizados con relativa frecuencia por ser considerados de 1* eleccién por los
médicos de la zona, ademas de la propia automedicacion de la comunidad a la
que pertenecen los pacientes estudiados, en cuyo caso, la poblacién bacteriana
se va seleccionando resistente, debido en gran parte a la produccién de B—
lactamasas.

Los porcentajes de resistencia a antibioticos obtenidos en este trabajo
contrastan también con un estudio realizado en un hospital de la Universidad
Federal de Paraiba, Brasil (Santos, F. er a/., 1992), en donde se estudiaron 64
cepas de Sraphylococcus aureus obtenidas de secreciones de la piel, heridas
quinirgicas y manos del personal. La susceptibilidad a 10 antimicrobianos se
determind por el método de Bauer-Kirby. En dicho estudio se encontré el
87.5% de las cepas resistentes a penicilina y 29.7% a cloxacilina; no se
determiné la resistencia a ampicilina. De esta manera los porcentajes de

resistencia coinciden con los datos encontrados por nosotros, no solo para
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estos antimicrobianos sino también para gentamicina. Para este ltimo

antibidtico las cepas de S gureus aisladas por nosotros mostraron un
porcentaje de resistencia de 24%, en tanto que en las cepas brasileflas este
valor fue de 17.2%. Para eritromicina ¥y tetraciclina se encontraron porcentajes

diferentes, siendo, de 73.3% y 40.6% para nuestras cepas y 40.6 y 62.5% para

las de Brasil. Otra diferencia entre los S. gureus aislados por nosotros y los

Brasilefios se observé en la resistencia a sulfametoxazol con trimetoprim ,

siendo ¢l 32% para los primeros y 18.8% para los segundos.

Por otra parte la resistencia a algunos antibidticos *“insensibles a B-

lactamasas * también fue elevada; 92% y 41.3% de las cepas fueron

resistentes a las cefalosporinas de 3" generacion ceftazidima y cefotaxima,
repectivamente, 10.6% a cefuroxime (2" generacién) y 7.1% a la cefalosporina

de 1* generacidén cefalotina. Estas diferencias notables en resistencia a
cefalosporinas nucvas y sensibilidad frente a las viejas cefalosporinas indican
claramente que la fecha de introduccion de un antibidtico al mercado no es, por
sf misma, ninguna garantia de su efectividad, ya que en el fénomeno de
seleccién de cepas resistentes influyen gradualmente el mal uso y abuso de los

antimicrobianos. De esta manera nuestros datos demuestran nuevamente que

ya no es posible considerar, a priori, antibiético alguno como de “primera

eleccion™.
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Todas las cepas estudiadas en este trabajo fueron resistentes a 2 o0 mas
antibidticos, siendo la frecuencia mdas alta para las resistentes a 6 (27.3%,
grifica 4), lo que demuestra la importancia de aislar el agente patdgeno en las

infecciones, para aplicar la prueba de susceptibilidad a a los antibiéticos, a fin,

de administrar el antimicrobiano mas eficaz.

Efecto de los inhibidores de B-lactamasas sobre la CMI1 de B—Iactimicos
En este trabajo se reportd que el 96% de las cepas de S. qgureus
produjeron B-lactamasas, y que los inhibidores de B-lactamasas; sulbactam y
acido clavulanico, disminuyero en 10 y 8 veces, respectivamente, la CMlI5 y
CMIg, de ampicilina y amoxicilina sobre la poblacién de cepas de S. aureus
estudiadas (grafica 6 y 7). Sin embargo, en un estudio realizado en la
Universidad de Edinburgo en Inglaterra, sobre un grupo de cepas de
Escherichia coli provenientes de pacientes, en donde se determiné el efecto del
acido clavulanico sobre la CMI de amoxicilina (no se determiné el efecto del
sulbactam sobre la CMI1 de ampicilina), se encontréd que la CMlIsp y la CMIge
de amoxicilina se redujé en 64 veces por efecto del acido clavulanico

(Thomson, C.J. et al., 1995).

Por otra parte no obstante, que el sulbactam y &4cido clavuldnico
disminuyen en 10 y 8 veces la CMlso y CMIg, de ampicilina y amoxicilina, el
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analisis mas detallado permite distinguir seis (grafica 8) y cinco (grafica 9)
subpoblaciones, que probablemente corresponden a cepas productoras de f3-
lactamasas con distinta sensibilidad al inhibidor o, a enzimas producidas en
concentracion diferente.

Las seis cepas no productoras de B-lactamasas (4 %) mostraron una CMI
idéntica ante el B—lactamico con y sin inhibidor de p-lactamasas, de modo que
el cociente (CMI B-lactimico / CMI f-lactamico + inhibidor) de ambas cepas

fue igual a 1 (graficas 8 y 9). A pesar de que estas seis cepas no produjeron B-

fueron r 1ites a penicilina y ampicilina. Estos datos sugieren

fuertemente que la resistencia a ambos B-lactimicos se debe a la alteracion de

las PBPs.

En este estudio reportamos que la CMI a plomo por cepas de

Staphylococcus aureus mostré una distribucién bimodal (grafica 10),
considerando resistente al 97.4% de las cepas situadas en el intervalo de 800-

3200 pg/ml y sensible o medianamente resistente al 2.6% de las cepas con

una CMI de 100-200 pg/ml. Una distribucion similar fue encontrada por

Nakahara et al. (1977a) para una coleccién de cepas de S. gureus (método de

69



dilucién en placa), distinguiendose dos picos, resistente (90.3% de las cepas)
en el rango de 800-3200 ug/ml y sensible (9.0%) en el intervalo de 3.1-6.2
pug/ml. No obstante, que el pico de las cepas resistentes encontradas por
nosotros coincide con el de estos investigadores (CMI 800-3200 ug/mi en
ambos casos), las cepas reportadas como sensibles (CMI 100-200 pg/ml) o
moderadamente resistentes, discrepan de las encontradas por estos autores,
cuyo pico de sensibilidad ocurri6é en el rango de 3.1-6.2 ug/ml. Los procesos
que han sido considerados como responsables de la resistencia bacteriana al
plomo es la precipitacion como sulfuro de plomo o como plomo metilado
(Summers, A.O. & 8. Silver 1988), sin embargo, el mecanismo no ha sido atin
descrito.

Respecto al cromo la distribucién de la CMI se distribuyé en un solo
pico de sensibilidad (CMI 187-750 ug/ml). Campos y col. (1995) y Vaca y
col. (1995) trabajando con cepas aisladas de zonas contaminadas de las
ciudades de México y Ledn han reportado una distribucion bimodal con picos
menores de 750 pg/ml para la poblacién sensible y mayores para la resistente.
Se ha reportado que la resistencia al cromo esta determinada por una alteracién

del transporte del sulfato dado que el cromo es incorporado por esta via, asi
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como también por una captacién disminuida por parte de las células
resistentes (Ohtake, H. er al., 1987). i

El comportamiento de la poblacién de S. aureus con respecto al mercurio
la agrupa en torno a un pico de resistencia en el intervalo de. 20-40 ug/ml. Se ha
descrito para cepas de S. qureus una distribucién bimodal (Nakahara, H. et al.,
1977a), sensible en el rango de 1.6-6.25 pg/ml y resistente entre 12.5-50
pg/ml.

La distribucion de la CMI a cadmio por las cepas de S. gureus, ocurrié
en un solo pico de resistencia (50-200ug/ml). Nakahara et a/. (1977a) reporté
una distribucién para cadmio trimodal; sensible (CMI 1.6 ug/ml ),
moderadamente resistente (CMI 12.5 ug/ml) y resistente (CMI1 100-200 pg/ml),
segiin Silver y Walderhaung (1992) estos resultados probablemente se deban a
la existencia de mecanismos de resistencia altamente eficientes presentados por
las bacterias al cadmio, los que se basan en el eflujo intracelular de idnes
téxicos (Silver, S. er al., 1989; Cervantes, C. e? al., 1994; Higham, D.P. et al.,
1984). Por otro lado Cervantes y col. (1986) y Vaca y col. (1995), analizando
cepas de distinto origen, reportaron poblaciones moderadamente resistentes al

cadmio las cuales presentaron una CMI distribuida entre 25 a 100 pug/ml .
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Se detectd una distribucidn bimodal para la CMI a arsenato, sensible
(CMI1 200-400 pg/ml) y resistente (CMI1 800-3200 pg/ml). Estos datos son
similares a los encontrados por Vaca y col. (1995) para un grupo de cepas
Gram positivas aisladas de suelos contaminados con plomo, en donde el pico
de sensibilidad ocurrié entre (CMI1 100-200 pg/ml) y el de resistente entre
(CMI 1600-3200 pug/ml).

La alta resistencia a metales pesados por las cepas de S. aureus

reportadas en este trabajo refleja que, probablemente, estas resistencias podrian
deberse a la contaminacién ambiental por estos metales (ejercen efectos
inhibitorios sobre los microorganismos pero, por otro lado, pueden seleccionar
variantes resistentes a los efectos téxicos). La presencia de metales pesados en
el ambiente es un problema que debe preocupamnos, toda vez, que metales
como el plomo (que es un contaminante cuyas fuentes de origen son la
industria, la gasolina y la pintura plomada) puede ejercer efectos daftinos para
los humanos, afectando los sistemas: hematopoyético, hepidtico, renal,
reproductivo y nervioso central (principalmente en mujeres embarazadas y
nifios) (Silbergeld, E.K. 1990). En un estudio realizado en la ciudad de México
(Jiménez, C. et al, 1993) en donde se les midieron las concentraciones

sanguineas de plomo a 113 infantes (3-7 aflos) que asistieron al hospital

American British Cowdray (ABC), entre mayo de 1991 y octubre de 1992, se

72



encontré que el 76% presentaron concentraciones de plomo mayores a los 10
ng/dl, revasando la cifra permitida (< 10 pg/dl).

Una de las principales causas de contaminacion por plomo en la ciudad
de México es la ocasionada por los automdviles, por ejemplo se ha descrito que
los 3 millones de vehiculos que circulan diariamente, consumen 16 millones de
litros de gasolina por dia, depositando anualmente dos millones de toneladas de
plomo en el aire (Romieu, 1.. er al., 1992).

Por otra parte se ha reportado que existen otros metales pesados
considerados como contaminantes ambientales que pueden causar efectos sobre
las personas, tal es el caso del arsénico (bronquitis; cancer de eséfago, laringe,
pulmén y vejiga; hepatotoxicidad y enfermedades vasculares), cadmio
(bronquitis, enfisema, nefrotoxidad, infertilidad, cancer de prostata,
alteraciones neurolégicas, hipertension y enfermedades vasculares), cromo
(nefrotoxicidad, hepatotoxicidad y cancer de pulmoén) y mercurio (alteraciones
neurolégicas y afecciones del sistema respiratorio) (Silbergeld, E.K. 1990).

De esta manera la presencia de bacterias resistentes a metales pesados
podrian ser de gran utilidad no solo como sondas para evaluar la
contaminacién ambiental por metales, sino también como una alternativa en la
destoxificacion de ecosistemas contaminados por estos agentes (Cervantes, C.
& Gutiérrez -Corona F. 1994)
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Patrones de multirresistencia a antibiéticos y metales pesados

Las cepas de Staphylococcus aurcus multirresistentes se distribuyeron
en 104 patrones distintos (Tabla 7). Todos los patrones de multirresistencia
(principalmente A, B, C y D) incluyeron penicilina, cefiriaxona, asi como,
plomo, mercurio, arsenato y cadmio (estando un patrén en  particular
representado por 12 cepas).

Parece muy probable que algunos patronecs de multirresistencia estén
conferidos por plasmidos. De este modo si la resistencia a 4 o 5 antibiéticos
(por ejemplo) esta ligada a uno o dos metales pesados (es decir, si los genes
responsables de cada una de las resistencias se¢ localizan en un solo plasmido),
la administracion de un solo antibiético de esos 4 o 5 permitira la seleccién de
la cepa resistente a todos los antibiéticos, incluyendo a los metales.

Es posible también que una cepa resistente a 10 antibidticos y 4 metales
pesados, por ejemplo, posca mas de un plasmido; por ejemplo 2, y que ambos
contengan un gen comin de resistencia a uno de los antibidticos, en tanto que
los detenminantes de resistencia a los antibidticos y immetales restantes pudieran
estar distribuidos en uno u otro plasmido. De csta manera, la sclecciéon para la
resistencia dictada por el gen presente en ambos plasmidos permitiria la

seleccidn indirecta para resistencia a todos los demas antibidticos y metales.
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Identificacién y Curacién de plismid

En este trabajo mencionamos que se aislaron tres cepas cc.m plasmidos
de diferente tamafio molecular, una cepa (grupo E) con un plasmido de un
tamafio aproximado de 16,000 pb, otra cepa (grupo F) con dos pldsmidos
(16,000 y > 23,130 pb) y la Gltima (grupo C) con un plidsmido de 23,130 pb
(figura 2). Estos datos son similares a los reportados por Novick (1979) para

cepas de S. aureus, en donde los plasmidos de tamafio molecular situados

entre 15,000 a 30,000 pb pueden portar g der icia a antibioticos B-

lactdmicos (f-lactamasa), macrdlidos y a metales pesados como arsénico,
cadmio y mercurio.

Una cepa de S. gureus correspondiente al grupo F (Figura 2), presentd
dos bandas plasmidicas (16,000 y mayor de 23,130 pb), sin embargo, un
andlisis mas detallado nos hace pensar que, probablemente 1o que se aprecia
como dos diferentes bandas plasmidicas pudieran tratarse del mismo plasmido

en configuraciones estructurales diferentes (circulo covalentemente cerrado y

circulo abierto). De este modo el plismido de menor tamafo (16,000 pb)
podria encontrarse estructuralmente en la forma de circulo abierto y el de
mayor tamafio (=>23,130 pb) en la forma cerrada.

No se aislaron plasmidos en las cepas representativas de los grupos de

multirresistencia A, D y B (figura 2), lo cual probablemente se deba a que estas
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resistencias no se encuentran conferidas por plasmidos o que quiza éstos sean

de un tamaiio muy grande. Si bien, sc ha reportado que S aqureus

(Novick, R.P. er al., 1979) puede portar plasmidos de tres diferentes clases:
clase 1 (1,000 -5,000 pb, con resistencia para tetraciclina, cloranfenicol,
estreptomicina, kanamicina y eritromicina), clase 1I (15,000-30,000 pb, con
resistencia para penicilina, cadmio, mercurio, arsenato y bismuto) y clase 111
(30,000-60,000 pb, con genes que confieren resistencia a gentamicina, y
trimetoprim con sulfametoxazol), no se descarta la probabilidad de que las
cepas de S. aureus (grupos A, D y B), scan portadoras de plasmidos gigantes,
toda vez, que el método de extraccion utilizado por nosotros (Le Gouiil, C. &
Jean-Luc, P. 1994) nos permitid aislar plasmidos en el rango de 1,000 - 70,000
pb.

La curacion de la cepa de 8. aurcus (grupo de resistencia F) con bromuro
de etidio (fipura 3), demostré quec los determinantes de resistencia a
ampicilina (B-lactamasa), penicilina, ceftazidima y arsenato (frecuencia de
curacién = 10% pal;a cada marcador) se encucntran conferidas por los
plasmidos (16,000 y > 23,130 pb, si se trarara de dos diferentes), toda vez, que
no se observaron estos plasmidos después de la curacién con bromuro de etidio
(figura 3). Estos determinantes de resistencia son similares a los conferidos por

el plasmido penicilinase (PCase) descrito por Novick (1968) para cepas de S.

76



aureus, en donde éste confiere resistencia a penicilina, macrélidos, arsénico,
bismuto, cadmio, zinc y mercurio.

En este trabajé se reporté un porcentaje (2.6%, grafica 10) de cepas de
S. aureus sensibles o moderadamente resistentes a plomo corroborando el
tnico reporte a la fecha (Nakahara, H er a/. 1977a), sin embargo, no se logré
establecer si los determinantes de resistencia a plomo pudieran encontrarse en
plismidos (en caso de que la resistencia estuviera conferida por plasmidos de
un tamailo mayor a 70,000 pb) o en el cromosoma bacteriano. Recientemente
se ha descrito un nuevo método de detecciéon y de estimaciéon de
megapldsmidos (Barton, B.M. er al/., 1995) en el cual se ha detectado en
Staphylococcus aureus la presencia de pliasmidos de alto peso molecular
situados entre 102,000 y 316,000 pb, por lo que no se descarta la probabilidad
de que la resistencia a plomo pudiera encontrarse codificada en alguno de estos
plismidos. De tal manera que seria de gran intéres utilizar métodos de
deteccién de éste tipo a fin de determinar si la resistencia a plomo se encuentra
codificada por plasmidos o por el cromosoma bacteriano, para de este modo

tratar de determinar el mecanismo de resistencia.
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CONCLUSIONES

1.- Staphylococcus aureus se constituyd como el agente mas frecuentemente
aislado de las vias respiratorias superiores en pacientes que acudieron al

servicio de Laboratorio Clinico de la CUSI-Iztacala

2.- El setenta y dos porciento de los pacientes que acudieron al Laboratorio

Clinico con algun tipo de afeccidén fueron nifios y adultos.

3.- La mayoria de las cepas de Sraphylococcus aureus analizadas fueron
resistentes a los antibidticos ampicilina y penicilina considerados como “de
primera eleccién™, lo que refleja probablemente que estos antibidticos han sido
administrados con mayor frecuencia y por tiempos mas prolongados a los
pacientes de la comunidad estudiada, dando pie a la secleccién de bacterias

resistentes, debido, mayoritariamente a la produccién de f3-lactamasas.
4.- Todas las cepas de S. aureus analizadas en este estudio fueron resistentes a

2 o mas antibidticos, siendo el setenta y cinco porciento resistentes en el

intervalo de los 4 - 7 antibiSticos, constituyendo de esta manera un desafio para
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los médicos que enfrentan la problemitica del tratamiento de los pacientes

infectados.

5.- Los inhibidores de f3—lactamasas, sulbactam y acido clavuldnico, redujeron
en 10 y 8 veces la CMls o y CMlIy de ampicilina y amoxicilina,
respectivamente, sobre la poblacién de cepas de S. aureus. De tal manera que
estas combinaciones podrian ser una alternativa en el tratamiento de

infecciones por bacterias productoras de 3-lactamasas.

6.- Todas las cepas fueron sensibles a cromato (CMI 375 pg/ml) y el cien

&

porci pr 5 resi ia a mercurio (CMI 20-40 ug/ml) y a cadmio (CMI

50-200 pug/mil).

7.- El 26% de las cepas de §. qureus fue sensible a arsenato (CMI= 200-400

ug/mb) y el 53 % resistente (CM1I = 800-1600 ug/ml).

8.- La CMI a plomo mostré una distribucion bimodal, con 2.6 % de las cepas
sensibles o medianamente resistentes (CM1 = 100-200 pg/ml) y 97.4 % de

cepas resistentes (CMI = 800-3200 pg/ml).
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9.-

Las cepas multirresistentes se distribuyeron dentro de 104 patrones

diferentes, compartiendo en comiin la mayoria de ellos la resistencia a

penicilina, ceftazidima, asi como, a plomo, mercurio, arsenato y cadmio.

10.-En una cepa (grupo F) se aislaron dos grupos de plasmidos de diferente
tamafo molecurar, (16,000 y >23,130 pb), los cuales fueron los responsables

de la resistencia a penicilina (B-lactamasa), ampicilina, ceftazidima y arsenato.

11. En este trabajo no se establecidé si la resistencia a plomo se encuentra

asociada en plismidos o en el cromosoma bacteriano.

12.- Seria muy importante analizar los plasmidos de las cepas resistentes a
plomo para tratar de caracterizar el sitio de codificaciéon de la resistencia, e

iniciar el posible mecanismo de resistencia.
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