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RESUMEN 

Los Stophylococcus aureus son W'Ul causa frecuente de infecciones respiratorias en la 

población de pacientes que acude al Laboratorio de Análisis Clin.icos de la Clúüca 

Universitaria de la ENEP-Iztacala. Con el propósito de aislar y caracterizar cepas de S. 

aureus productoras de P-lactarnasas y resistentes a metales pesados,, en particular a plomo,, 

se determinó la susceptibilidad de 150 cepas a 12 antibióticos por el método de Bauer­

Kirby; la producción de P-lactarnasas por hidrólisis del P-lactámico cromogénico nitroce~ 

la. crvu de Ampicilina y Amoxicilina con y sin inhibidor de J3-lactamasa.s sulbactam o ácido 

clavulánico; as{ como la CMI de plomo. crornnto,, a.rscnato, cadmio y mercurio. por dilución 

en placa. Los porcentajes de cepas resistentes n los antibióticos fueron; Arnpicilina y 

Penicilinn (94%). Ceftazidima (92%). Eritrornicina (73%),, Pefloxacina (57o/o),, Cefota.xima 

(41%),, Tctraciclina (40%). Dicloxacilina (36%). Trimctoprirn con sulfiunctoxazol (32%). 

Gentamicina (24%). Cefuroxim.o. (10%) y Cefalotina (7%). El 75% de las cepas fue 

resistente a 4-7 antibióticos. Sólo 96o/o de las cepas produjeron P-lactarnasa y 4% 

fueron P-lactmnasa negativas. 

Las CMI.so y CMJ90 de Ampicilinn fueron 250 y 1562 µg/ml. respectivamente; en tanto que 

el sulbactam redujo ambas CMI por un factor de 1 O. Las CMho y CMl90 de cunoxicilina 

fueron 390 y 1687. respcctivasncntc y el ácido clavulánico redujo ambos valores por un 

factor de 8. Jo que indica que estas combinncioncs pueden ser útiles en el tratamiento de las 

infecciones causadas por S. aureus. Todas las cepas fueron sensibles a cromato (CMI 375 

µg/ml). el 100% fue resistente n mercurio (Cldl 20-40 µg/ml) y cadmio (CMI 50-100 

µg/ml); El 26% de las cepas fue sensible a arscnato (CMI 200-400 µg/m.I) y el 74% 

resistente (C]\¡[] 800-3200 µg/m.I). Lu CMI de plomo mostró una distribución bimodaJ. con 

2.6% de cepas sensibles o medianamente resistentes (CMI 100-200 µg/ml) y 97.4% de cepas 

resistentes (CMI 800-3200 µg/ml). Se aislaron dos grupos de plásmidos de diti:rente 

tamafto molecular (16.000 y 23.130 pb). los cuales fueron responsables de la resistencia a 

penicilina (J}-lactrunasa). ampicilina. ceftazidima y nrsenato. sin embargo no se pudo detectar 

alguno que confiriera resistencia a plonio. 



INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 

Resistenci• b•cteriana a los antibióticos y su relación con el consumo de 

antimicrobianos 

En los últimos años 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 et 

tiempo resistencia a los antibióticos, situación a la que ha contribuido el 

hombre de manera importante, debido a la automedicación, a una prescripción 

inadecuada por parte de los facultativos o a el uso de los antimicrobianos 

como ••promotores de crecimiento"" en alimentos para animales domésticos 

(Amábile, C.F., 1988). 

De esta manera la selección de cepas resistentes a los antibióticos está 

relacionada con el uso de estos agentes antimicrobianos. Por ejemplo9 se ha 

reportado que e] porcentaje de un grupo de cepas Gram negativas resistentes 

aisladas en México en el periodo de 1976 a 1979 (295 E. coli. 198 Proteus 

mirabilis9 63 Proteus indol positivos y 39 Salmonel/a) guarda una relación 

prácticamente paralela al consumo total de los antibióticos tanto para uso 

hwnano como veterinario y agrícola (Kuperstoch-Portnoy9 V. M., 1981); en 

este estudio se observó claramente que los antibióticos menos efectivos contra 

las bacterias fueron aquellos consumidos más ampliamente (figura 1 ). 
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FIGURA 1 
RELACION ENTRE EL CONSUMO DE ANTIBIOTICOS 

Y LAS CEPAS RESISTENTES 

ANTIBIOTICO 
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Adaptado de Kuperstoch-Portnoy, 1 981 . 

Te = Tetraclclina 
Su = Sulta.metoxasol 
Ap = Ampiclllna 
Cb = corbenicilina 
Sm = Estreptomicina 
Km = Kanamicino 
Cm = Cloranfanicol 
Nx = Acldo nalidlxico 
Aif= Rifamplcina 
Tm = Trimetoprim 
Gm = Gentamiclno. 
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Mecaaismoe de resistencia a los antibióticos 

El amplio uso de los antibióticos seleccionan bacterias resistentes,. las 

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

frecuente la aparición de cepas multirresistentes. Es común que las cepas 

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

1980). 

Los mecanismos de resistencia a antibióticos mediados por plásmidos se 

han agrupado en cuatro categorlas (tabla 1 )(Amábile, C.F. 1988). 

t. Destoxificación enzimática. 

2. Disminución de ta entrada o retención en la célula. 

3. Modificación del blanco. 

4. Slntesis de via alterna no sensible al fármaco. 

Tabla J. Mecanismos de acción de los antibióticos y de resistencia de las bacterias 
MECANISMO DIE MECANISMO DE ACCIÓN ANTIDIOTICO 
RESISTENCIA 
Dcstox.ificnción enzimática Inhibición de la slntcsis de la pared 

celular 

Dcstoxificación enzimática Inhibición de la sintesis de protefnas 

Dcstoxificac:ión enzimática Inhibición de la sintesis de orotelnas 
Disminución de la entrada Inhibición de la síntesis de protcinas 
o retención en la célula 
Modificación del blanco Inhibición de la sintcsis de protclnas 

Sintesis de via alterna no Inhibición de la sintesis de ácido 
sensible al fármaco fólic:o 

Tomado de Arnábile Cuevas .. C.F.9 1988. 
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P-lactámicos 
• Penicilina 
• Ccfalosoorinns 
Am inoglucósidos 
• Gcntamicina 
• Estreptomicina 
• Ncomicina 
Cloranfcnicol 
Tctra.cic:linas 

Macrólidos y relacionados 
• Eritrotnicina 
• Lincodamidas 
Sulfonamidas 
trimctoorim 



Resistencia a antibióticos P-lactámicos 

El mecanismo más importante de resistencia bacteriana a los antibióticos 

13-lactámicos es la producción de P-lactamasas (BL), estas enzimas hidrolizan 

el enlace amida del anillo 13-lactámico, originando un compuesto sin actividad 

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

2) .. 

PENIClLASA 
HIDROLASA 

RCONH 

o-~·~~:~ 
OH ''-..( -

coo· 
6cido pcniciloico 

Figura 2. Hidrólisis dc1 enlace amida del anillo P,-laciámico. 

Las 13-lactamasas pueden ser codificadas por plásrnidos, o como en el 

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

probable que la rnayoria produzca cuando menos una p-lactamasa y que 

éstas sean especificas para género y especie ) (Sykes, R.B. & M. Mathew, 

1976) 

Las 13-lactamasas de las bacterias Gram positivas se excretan 

extracelulannente y destruyen el antibiótico antes que entre en contacto con la 

superficie de la célula, en tanto que las producidas por las Gram negativas se 
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sitúan en el espacio periplásmico presentando una barrera para la difusión de 

las cefalosporinas al interior de las células (Sykes, R.B. & M. Mathew, 1976). 

A direrencia de la mayor parte de los microorganismos Gram positivos 

en los que la producción de J3-lactamasas suele ser el único factor de 

resistencia. en los Gram negativos existe un mecanismo secundario de 

resistencia ("resistencia intrínseca*"), el cual consiste en pane en una 

incapacidad de los antibióticos para difundir al interior de la célula microbiana, 

(Chopra, l. & P.R. Ball. 1982) y, en parte, a niveles bajos de J3-lactamasa 

codificados por el cromosoma (Ohrnori. H. el al., 1977; Curtiss, N.A.C. et al .• 

1981). 

La resistencia a penicilina debida a la producción de )3-lactamasa en 

Staphylococcus aureus se detectó por primera vez en 1950, seguida 

rápidamente por resistencia a otros antibióticos (macrólidos, aminoglucósidos y 

tetraciclina). Si bien, en los últimos años ha crecido el número de 

microorganismos resistentes a penicilina. es muy probable, que Jos genes de 

esta resistencia estuviesen presentes en las poblaciones de estafilococos y de 

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

5 al 10% de las cepas de S. aureus almacenadas en la era pre-antibiótica son 
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resistentes a penicilina debido a la producción de 13-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 aminoácidos, lo que conduce a tasas de hidrólisis distintas; por ejemplo, 

A y B hidrolizan rápidamente a la bencilpenicilina y la ampicilina, pero muy 

poco a la meticilina y cloxacilina. 

Con excepción de la Pcnicilinasa O, cuya expresión es constitutiva 

(Rosedahl, V.T., 1993) todas son inducibles y la mayoría de su actividad es 

extracelular ( Richmond, M.H. 1965) 

Otro de los mecanismos de resistencia que presentan las bacterias a los 

antibióticos J3-lactámicos es debido a mutaciones cromosómicas que alteran la 

cantidad o afinidad de proteínas de membrana externa llamadas PBPs (por 

penicillin binding proteins). La introducción en 1960 de Ja meticilina, un 

compuesto derivado de la penicilina y resistente a p-lactamas~ fue seguida 

rápidamente por la aparición de cepas resistentes. La resistencia a meticilina se 

debe, probablemente, a la proteína PB2a que tiene baja afinidad por los 

compuestos j3-lactámicos (Hartman, B. J. & A. Tomasz., 1984; Fasola, E.L. et 

al., 1995). 
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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 transposón que codifica para una 13-lactamasa. Este 

elemento genético móvil, designado Tn552, está constituido por 6,700 pares de 

bases y se encuentra tanto en plásmidos como en el cromosoma (Rowland, S.J. 

& K.G. Dyke, 1989). 

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

desarrollado las cefalosporinas, ctiyo grado de resistencia a P-lactamasas es 

variable; éstas incluyen a las cefalosporinas de segunda generación 

(cefoxitin~ cefamandol y cefuroxima) y a las de tercera generación 

(cefotaxima, moxalactam, cefoperazome y otras). 

También se han introducido antimicrobianos resistentes a la penicilinasa 

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

meticilina. oxacilina, nafcilicina y otras (Richmond, M.H. 1979). 

Otra de las estrategias utilizadas contra cepas productoras de 13-

lactamasas es la combinación de p-lactámicos con inhibidores de P­

lactamasas, de los que uno de ellos es un producto natural del Streptomyces 

clavuligerus (ácido clavulánico) y el otro es totr.lmente sintético (sulbactam) 

(Comber, K.R. et al., 1980). Estos inhibidores de 13-lactamasas poseen una 



estnactura química similar a los antibióticos pero con actividad antimicrobiana 

deficiente, sin embargo, cuando se combinan con un antibiótico P-lactámico 

restauran su actividad sobre microorganismos resistentes a éste. El ácido 

clavulánico se ha combinado con amoxicilina o ticarcilina y el sulbactam con 

ampicilina o cefoperazone (Comber, K.R. et al .• 1980). 

No obstante, que Ja utilización de un p-lactámico más el inhibidor de Jl­

lactamasas constituye un factor de selección a favor de bacterias productoras 

de 13-lactamasas, aparentemente no ha ocurrido aún un incremento en la 

producción de P-lactamasas resistentes a inhibidores._ toda vez que en una 

revisión de 1 500 artículos publicados sobre este tópico entre 1 978 y 1993 se 

encontró que si bien aumentó la frecuencia de cepas productoras de 13-

lactarnasas resistentes a ampicilina y penicilina~ no hay evidencia, publicada en 

este período de que se haya incrementado la resistencia a ta combinación de 

amoxicilina + clavulánico (Rolinson, G.N. 1994). 

Se ha reportado la utilidad del tazobactam como inhibidor de Jl­

lactamasas producidas por cepas de estafilococos (Bonfiglio, G. & D.M. 

Livennore 1994). En este estudio se demostró que las cepas de S. aureus 

productoras de enzimas tipo A fueron más susceptibles a las combinaciones 
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piperacili.na/tazobactam, amoxicilina/tazobactam e inclusive amoxicilina + 

clavulánico que las cepas productoras de enzimas tipo C. 

Resistencia a •ntibióticos y metales pesados 

Como ya mencionamos, el empleo de los antibióticos puede seleccionar 

bacterias resistentes a estos agentes (Kuperstoch-Portnoy, V.M., 1981). siendo 

frecuente que esta resistencia se encuentre conferida por plásmidos 

(Watanabe. T. 1963; Elwell. L.P. el al., 1978: Davies, E.L. 1978; O"Brien, T.F. 

1980). 

De igual manera que se han reportado bacterias resistentes a los 

antibióticos, se han descrito bacterias resistentes a uno o más metales pesados 

(Nakahara, H. et ai., 1977a; Cenci, M. et al., 1982: Silver, S. 1983; ) La 

resistencia a metales pesados en varios de los casos puede ser conferida por 

plásmidos o por transposones (Silver, S. 1981 ). 

El empico de los antimicrobianos en los hospitales puede seleccionar 

b:icterias resistentes tanto a antibióticos co1no a metales pesados, toda vez, 

que ambos determinantes de resistencia pueden encontrarse asociados en el 

mismo plásmido y Ja selección de resistencia a un antibiótico conduciría, de 

manera indirecta, a seleccionar resistentes al metal (Silver, S. 1988). Por 

ejemplo, en el año de 1970 se aislaron cepas clínicas de E. co/i resistentes a 
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antibióticos y metales pesados, en las que ambas resistencias se encontraban 

conferidas por el mismo plásmido (Nakahara, H. et a/., 1982). 

Se han reportado numerosos ejemplos de resistencia a antibióticos y metales 

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

resúmen de los ejemplos de resistencia a antibióticos y metales pesados en 

Staphylococcus aureus. as[ como en otras especies bacterianas. 

Tabla 2. Ejemplos de resistencia a antibióticos y metales pesados 
e onferidos por el mismo plásmido. 

BACTERIA ANTIBIOTICO METAL REFERENCIA 

S. aureus Penicilina Mercurio Moore, B. 1960 

Penicilina Arsénico Novick, R.P. et al., 1968 
Macrólidos Bismuto 

Cadmio 
Zinc 
Mercurio 

Penicilina Mercurio Nakahara, H. et al., 1977a 
SXT Cadmio 
Estreptomicina Arsénico 
Kanamicina 
Macrólidos 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 a/., 1992 
Tetraciclina Arsénico 
Cloranfenicol Mercurio 
Kanamicina 
Gentamicina 
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Interacción de I•• b•cteri•• coa loe mee.les 

Las bacterias poseen la capacidad de interactuar con los iones de los 

elementos de la tabla periódica. Estos iones pueden dividirse en tres grupos 

(Silver, S.1983; Cervantes, C. 1994) (tabla 3). 

Tabla 3. Relación de los iones con las bacterias 

Clasificación de los iones que interactuan con las 
bacterias 

J.- Iones esenciales: 
Mg 2 +., IC', P0,.3-, SO, z-
Mn2•, Fe2•., Zn2•., Ni2+., Cu2•, Co2+ 

2.- Iones abundantes pero comúnmente no esenciales: 
Na•,. Ca2•, ca-

3.- Iones no esenciales y tóxicos: 
Hg2 •., Cd2+, Ag•, Pb2+., Dio•, SbO+ 
Aso2 -, AsO, 3-., Cr0,2-, Cr2072-, Teo_l-

En el tercer grupo se encuentran algunos de los metales pesados (por su 

alta densidad) más tóxicos, cuya toxicidad se basa principalmente en su 

interacción con las macromoléculas bacterianas. Por ejemplo, los iones 

mercurio, plata, cobre, zinc y arsenito interaccionan con los grupos sulthidrilo 

de las proteinas, alterando su estructura y funciones; de esta fonna algunos 

metales inhiben la actividad catalítica de ciertas enzimas., la transferencia de 

electrones por proteínas de la cadena respiratoria o el funcionamiento de los 
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componentes de la membrana celular (Silver. S. 1983; Cervantes, C. et al .• 

1986; Chen, C. et al .• 1986). 

Se ha reportado que ciertos iones como el cromo trivalente, cadmio y 

cobre tienen un eíecto mutagénico sobre las bacterias al interactuar éstos sobre 

la cadena de ADN, mientras que otros como el arseniato, cromato y cadmio 

compiten con los iones esenciales para su transpone al interior de la célula 

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

Mec•nismos de resistencia a metales pesados 

Los determinantes de resistencia a metales pesados se encuentran a 

menudo localizados en plásmidos o en transposones (Silver, S. 1981; Silver, S. 

et al., 1984; Summers, A.O. 1978). 

La localización de los determinantes de resistencia a metales pesados en 

los últimos años ha facilitado la clonación de varios de ellos y en algunos casos 

se ha detenninado su secuencia de nucleótidos y deducido la de los 

aminoácidos correspondientes (Silver. S. & Walderhaugh. M. 1992; Cervantes, 

C. & Gutiérrez-Corona 1994 ). 

13 



Arsénico 

Se ha reportado que la resistencia a arsénico mediada por plásmidos 

incluye a los iones arseniato, arsenito y antimonio (Silver., S. et al . ., 1981). En 

Staphylococcus aureus y en Escherichia co/i se han descrito un grupo de 

genes asociados en un operón (denominado ars ) (Silver, S. et a/., 1988) cuyo 

funcionamiento puede ser inducido por cualquiera de los iones mencionados 

(Silver, S. et al., 198 l) 

El operón ars (del plásrnido R773) fue clonado y secuenciado por Chen 

y col. (1986), quienes identificaron tres genes y dedujeron la secuencia de las 

tres proteínas correspondientes. Ars A es una proteína asociada con la 

membrana celular y tiene características de una ATPasa (Rosen, B.P. et al . ., 

1988). ArsB es tantbién una proteína de membrana, funciona como canal 

iónico y es responsable de la expulsión de los iones de arsénico (Chen, C. et 

al.. 1986). La tercera proteína ArsC es una proteína necesaria para la 

resistencia a arseniato pero no a arsenito o antimonio (Chen, C. et al., 1986). 

ArsC es probablemente una subunidad reguladora de ArsB, que modifica la 

especificidad por los diferentes iones. Recientemente se ha descrito un gene 

más, arsR, el cual funciona como regulador del operón (San Francisco, M .J. D. 

et al., 1990). 



En resumen. los iones tóxicos son captados inicialmente por los sistemas 

fisiológicos de transporte de la célula (figura 3); una vez en el citoplasma., 

estos iones inducen la expresión de la A TPasa (ArsA), la cual genera energia 

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

P0.3- As<>,~ ~.~ 

Expulsión 

ATP. 

AT 
Expulsión 

Mn2• Cd::- Cd2 * 

Figura 3. Mecanismo de captación de los iones tóxicos arseniato (AsOlJ y cadmio (Cdl:J 
por la vías fisiológicas de trllllSporte de fosfato (PO.'") y manganeso (Mn'"), 
respectivamente. 
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Cadmio 

La resistencia a cadmio constituye uno de los marcadores genéticos de 

resistencia más comunes en los plásmidos de los estafilococos (Smith., K. & 

R.P. Novick 1972). En Staphylococcus aureus el cadmio penetra a la célula 

por la vla del transporte del ión manganeso (Perry. R.O. et al., 1982) (figura 3). 

El mecanismo de resistencia a cadmio se ha estudiado con mayor detalle 

en Staphylococcus aureu.s. Los plásmidos contienen dos genes que confieren 

distintos niveles de resistencia tanto a cadmio como a zinc.. cadA (nivel 

elevado) y cadB (nivel reducido) (Novick, R.P. et al., 1979; Walter, E.G. et 

al., 1989). Tynecka y col. (1981) encontraron que las células de S. aureus que 

poseen cadA muestran una incorporación reducida de cadmio debido a un 

mecanismo de etlujo que elimina el cadmio intracelular. 

En los últimos aílos el gene cadA del plásmido p1258 de S. aureus fue clonado 

y secuenciado (Nucifora. G. et al., 1989). El análisis de la secuencia mostró 

que cadA codifica para una proteína con homología significativa con las 

ATPasas del tipo E 1 E2 que funcionan en la translocación de cationes 

citoplásmicos (Nucifora. G. et al .• 1989). Las ATPasas EIE2 incluyen a la 

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

que interviene en el eflujo de protones para la generación de potencial de 
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membrana en eucariontes inferiores y las A TPasas de calcio del retículo 

sarcoplésmico (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. et al., 1989). 

Cobalto Niquel y Zinc 

Las concentraciones elevadas de estos cationes ejercen efectos tóxicos 

sobre Jos microorganismos (Cervantes, C. 1990). 

Se ha reportado que la cepa de A/ca/igenes eutrophus CH34 contiene 

dos plásmidos; pMOL28, que determina la resistencia a niquel y bajos niveles 

de cobalto (cobA) y pMOLJO con resistencia a zinc, cadmio y altos niveles de 

cobalto (cobB) (Mergeay, M. et ol., 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 aún desconocido (Nies, D.H. & S. 

Silver, 1989). 
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Cobre 

El cobre se considera un micronutriente esencial para el crecimiento 

bacteriano, pero en concentraciones elevadas es sumamente tóxico. Los 

determinantes de resistencia a cobre han sido clonados a partir de plásmidos 

de P. syringae {Bender. C.L. & O.A. Cooksey, 1987; Venitt, S. & L.S. Levy, 

1974) y E. co/i {Rouch, O. et al., 1989). El mecanismo de resistencia en P. 

syrlngae se basa en la excreción de proteínas que capturan al cobre impidiendo 

su efecto tóxico {Mellano, M.A. & O.A. Cooksey. 1988). Estas proteínas 

tienen un octapéptido que se encuentra repetido varias veces y que se postula 

es la región que captura al cobre. 

Se ha demostrado la expulsión del cobre intracelular en cepas de E. coli 

resistentes, y se ha postulado un modelo de captación, quelaci6n y finalmente 

de expulsión del ión {Rouch. O. et al .• 1989) {fig. 4). Probablemente en los tres 

procesos intervienen productos génicos codificados tanto por plásmidos como 

por el cromosoma (Cervantes, C. 1988) 

Se han descrito otras estrategias por parte de las bacterias para resistir a 

los efectos tóxicos del cobre como: precipitación mediada por plásmidos 

{Erardi, F.X. et al .• 1987) y excreción de ácidos orgánicos u otros agentes 

que\antes (Harwood-Sears, V. & A.S. Gordon, 1990) 
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CulC .. CutD 

c. 

Figura 4. Cooperación de los productos génicos cromosónúcos (Cut) y plasmfdicos (Peo) en 
el mecanisnlO de resistencia a cobre en Escherichia coli. 

Cromo 

Los estados de oxidación del cromo juegan un papel importante en los 

efectos tóxicos; mientras en la forma trivalente se considera un micronutriente 

esencial~ el cromo hexavalente (cromatos y dicromatos) es altamente tóxico 

(Cervantes, C. et al., 1990) 

Se ha descrito que la resistencia a cromato determinada por plásmidos 

se basa en la acumulación disminuida del ión por las células resistentes 

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

Recientemente se han secuenciado dos determinantes de resistencia a cromato 
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a partir de plásmidos de Pseudomonas aeruginosa (Cervantes, C. et a/., 1990) 

y A. eutrophus (Nies, A. & S. Silver. 1990). El análisis de estas secuencia 

reveló una homología entre los polipéptidos hidrofóbicos, designados ChrA, 

codificados por ambos determinantes (Cervantes, C. et al., 1990). Se asume 

que ChrA es una proteína de membrana responsable de la traslocación de los 

iones de cromato. de manera similar al papel de ArsA en la expulsión de 

arseniato (Cervlintes, C. et al., 1990Xfigura 3). 

Se ha reportado un mecanismo de resistencia a cromo no codificado por 

plásmidos que se basa en la destoxificación del cromo hexavatente mediante su 

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

Crlll crd-. 

Figura S. El cromo hcxavalente penetra a las bacterias por el sistema de transpone del 
sulfato y puede ser reducido a cromo triva1cnte en el citoplasma o en el exterior de las 
células (genes cromosómicos). Las bacterias resistentes expulsan el cromo hcxavalcntc 
mediante productos génicos codificados por plásmidos. 
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Mercurio 

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

la f"onna inorgánica (Hg2•) a la fonna metálica volátil (Hgº), constituyendo, de 

esta manera, una eficiente f"onna de destoxificación (Summers, A.O. & S. 

Silver 1978) (figura 6). Los determinantes plasmídicos de resistencia a 

mercurio de bacterias Gram negativas provenientes de 3 diferentes fuentes 

fueron clonados y secuenciados: los transposones Tn21 de Shigel/a flexneri y 

TnSOl de Pseudomonas aeruginosa (Brown, N.L. et al., 1986; Misra, T.K. et 

al., 1984) y el plásmido pDU1358 de Serratia marcescens (Griffin, H.G., et 

al., 1987). Estos autores encontraron gran homologia entre las proteínas 

deducidas de la secuencia del DNA de las 3 especies. La resistencia a mercurio 

se encuentra asociada al operón nier. el cual consta, de un gene regulador que 

codifica para la prote[na MerR y a continuación se encuentra la región del 

operador-promotor a donde se une MerR y el primer gene estn1ctural que 

codifica una proteina membranal, MerT, que transporta el mercurio 

extracelular. El siguiente gene merP, origina una proteína periplásmica con 

capacidad de unión de mercurio, que se postula como responsable de acarrear 

el catión unido a MerT al citoplasma. Después se halla merC, cuyo papel en el 

transporte de mercurio no ha sido definido (Kusano,T. et al., 1990). 

Finalmente, el gene merA, que contiene FAD como cofactor y cuya fonna 
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funcional es dimérlca. Los 3 polipéptidos MerT, MerP y MerA tienen en 

común la presencia de pares de cisteínas que se cree están involucrados en Ja 

unión del mercurio y en su transporte secuencial del exterior al espacio 

periplásmico y al citoplasma para su destoxificación (Silver, S. & T.K. Misra. 

1988). 

Se ha encontrado un gene adicional en el determinante de Serratia, 

merB. que codifica una liasa, enzima que amplía el espectro de resistencia a 

compuestos organomercurlales (Griffin, H.G. et al., 1987) (tales como los 

antisépticos merthiolate y mercurocromo). La liasa rompe el enlace entre el 

carbono y el mercurio del organomercurial liberando el mercurio iónico que es 

posterionnente destoxificado por la reductasa (Silver, S. & T.K. Misra. 1988) 

(figura 6). 

Hg2+ Reductasa • Hgº 

Liasat- <Q) 

@-Hg+ 

Figura 6. Destoxificación de mercurio y organomercuriales. La reductasa plasnúdica 
transforma el ión mercúrico en la forma volátil menos tóxica (Hg°). Algunos también 
codifican una liasa que actúa sobre los organomctalcs. 
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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 íecha. no se conoce 

mecanismo de resistencia alguno a plomo. ni siquiera ha quedado claro si 

existen bacterias resistentes a este metal. Sólo hay un reporte de Nakahara y 

col. (1977a) en donde la distribución de le CM! (concentración mínima 

inhibitoria) de plomo en una población de cepas clínicas de S. aureus es 

bimodal. distinguiéndose asi. dos subpoblaciones (sensible, CM! = 3.1-6.2 

µg/ml y resistente CM!= 1600-3200 µg/ml). En contraste. Vaca y col. (1995) 

encontraron una distribución unimodal de la CMI de plomo para una población 

de cepas aisladas de suelos contaminados con plomo; estos autores 

consideraron que todas las cepas eran resistentes debido a que el pico de la 

distribución ocurrió a 800-1600 µglml. Nakahara y col. (1977b) obtuvieron 

una distribución de un solo pico para plomo (1600-3200 µg/ml) en colecciones 

de cepas Gram negativas. 

De ésta manera.. la selección de cepas resistentes a antibióticos en 

ambientes hospitalarios o en pacientes no hospitalizados que han sido tratados 

con antibacterianos es fácilmente comprensible, más aún si consideramos el 

mal uso y abuso de los antibióticos (automedicación o prescripción del 

antibiótico inadecuado, a dosis erróneas._ durante un lapso insuficiente; el 

empleo de estos compuestos como parte de la dieta de animales). Sin embargo, 
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la emergencia de cepas clínicas resistentes a metales pesados (que no se 

utilizan como desinfectantes) es más dificil de entender, sobre todo cuando las 

cepas son resistentes solamente a metales y no a antibióticos; ya que, por 

supuesto, si los detenninantes de resistencia a metales y antibióticos residen en 

un mismo plásmido, la selección para resistencia al antibiótico en el ambiente 

hospitalario conduciría a la selección indirecta de la resistencia al metaL Asf 

pues, los factores selectivos para bacterias resistentes sólo a metales no se han 

identificado aún. Parece poco probable que las bacterias resistentes a metales 

se originen al azar; quizá el factor de selección sea la contaminación ambiental 

por metales pesados. 
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JUSTIFICACIÓN 

La resistencia bacteriana a metales en las últimas décadas ha recibido 

especial atención debido a la creciente contaminación producida por metales 

pesados en diferentes ecosistemas. En México existen varios ejemplos de 

contaminación ambiental. Por ejemplo, en el área de Lechería (Estado de 

México) una empresa procesadora de cromo provocó una grave cont~inación 

que se reflejó en niveles elevados de cromo en la población (Baez. A.P. et al .• 

1977). El empleo de bacterias para reducir Cromo hexavalente con fines de 

descontaminación se ha descrito ( Boop. L.H. & H.L. Ehrlich, 1988 ) pero no 

se ha llevado a cabo. 

Otro ejemplo de contaminación ambiental es la ocasionada por plomo 

(anualmente se depositan dos millones de toneladas de plomo en el aire) que 

puede ejercer efectos dañinos para los hwnanos.. afectando los sistemas: 

hematopoyético.. hepático.. renal.. reproductivo y nervioso central 

(principalmente en niños y mujeres embarazadas) (Silbergeld. E.K. 1 990). 

De tal manera que el presente trabajo se enfatiza en buscar cepas 

clínicas de S. aureus resistentes a metales pesados (en particular a plomo}, 

considerando que podrian ser de gran utilidad no solo para la destoxificación de 

ecosistemas. sino tainbién co1no una alternativa para recuperar metales valiosos 



de yacimientos agotados~ o como sondas para evaluar la contanlinación 

ambiental por metales pesados. 



OBJETIVOS 

GENERAL 

Detcnninar la resistencia a antibióticos y metales pesados en un grupo de cepas 

clúücas de Staphylococcus aureus 

PARTICULARES 

• Establecer la resistencia a 12 antirnicrobianos por el método de Bauer-Kirby 

• Detectar la producción de J3-lactamasa en las cepas resistentes a penicilina 

• Determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI} de ampicilina y 

amoxicilina por el método de dilución en placa 

• Cuantificar el efecto de los inhibidores de 13-lactamasas sulbactam y ácido 

clavulánico sobre la CMI de ampicitina y amoxicilina, respectivamaente> 

para las cepas de S. aureus mediante el método de dilución en placa 

Cuantificar la resistencia a plomo, cadmio, mercurio, cromato y arsénico por 

dilución en placa 

• Determinar los patrones de multirresistencia a metales pesados y antibióticos 

• Comprobar si los determinantes de resistencia (en particular a plomo) 

residen en plásmidos mediante su aislamiento y curación con bromuro de 

etidio (BrEt) 
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MATERIAL Y METODOS 

Para el desarrollo de este trabajo se aislaron 1 SO cepas de 

Staphy/ococcus aureus de las diferentes localizaciones morfológicas (faringe, 

vagina, conjuntivas, oído, vulva vaginal, uretra, fosas nasales, piel y vías 

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 

Análisis Clínicos de la Clinica Universitaria de la Salud Integral (CUSI), 

ubicada en la ENEP lztacala. 

Se realizaron un total de 150 cultivos ( 1 13 exudados faríngeos, 17 

exudados vulvares, 7 urocultivos, 5 exudados conjuntivales, 3 exudados 

áticos, 1 exudado vulvar, l exudado uretral, 1 exudado nasal, 1 cultivo de 

expectoración y 1 cultivo de piel). 

Obtención de las muestras y aislamiento 

Exudados faríngeos 

Previo aviso, Jos pacientes se presentaron en ayunas y sin aseo bucal. Para la 

toma de muestras se utilizó un abatelenguas estéril, con el cual se hizó 

descender la lengua, revisándose la cavidad faríngea con el fin de reconocer el 

eritema, inflamación o úlceras. Posterionnente se deslizó un hisópo estéril por 
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la faringe y amígdalas afectadas, teniendo cuidado de no tocar la lengua y 

paredes laterales de la boca. Una vez realizada la toma, se descargó la muestra 

en los medios de Agar sangre, Sabouraud y SI 10, los cuales se incubaron a 37° 

e durante 24 horas. 

Exudados vaginales 

Las damas se presentaron sin aseo y sin tener relaciones sexuales durante las 

últimas 24 horas. Se colocó a las pacientes en posición ginecológica y se 

introdujo un espejo estéril a fin de localizar el cuelJo uterino, posteriormente se 

f'tio el espejo abriendo la vulva y se tomó la muestra de la secreción del fondo 

del saco posterior y del cérvix con la ayuda de un hisópo estéril. El hisópo se 

sembró en el medio liquido de infusión-cerebro-corazón (BHJ) y se incubó a 

37° C por 24 horas. Finalmente se resembró 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, óido, y piel), se les indico a Jos pacientes que se presentaran sin aseo 

de Ja zona afectada, para posteriormente tomar la muestra de la secreción por 

medio de un hisópo estéril. Una vez tomadas las muestras, se siguió el mismo 

procedimiento de los cultivos vaginales. 

29 



Identificación bacteriana 

Una vez obtenido el crecimiento óptimo se procedió a la caracterización 

de tas cepas de S. aureus por morfología colonial (colonias grandes, circulares, 

lisas, de bordes enteros, bri11antes, doradas ) y microscópica utilizando ta 

tinción de Gram (Observación de cocos Gram positivos). 

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

a) Fermentación de glucosa y manito\. Por medio de un asa estéril se tomaron 

varias colonias sospechosas y se inoculó sobre agar manitol, el crunbió de color 

de rojo a amarillo en un tiempo de 24 horas a 37° C indicó una prueba positiva. 

b) Prueba de la catalasa.- Se depositó en un portaobjetos la colonia sospechosa 

para posteriormente agregar una gota de peróxido de hidrógeno al 3%. La 

fonnación de burbujas indicó una prueba positiva. 

e) Prueba de la coagulasa.- Se suspendió una colonia en l n1l de plasma 

humano diluido 1 :6 con solución salina y se incubó a 37° C. Se apreció la 

formación del coágulo en un tiempo de 1 a 14 horas. 

Resistencia a antibióticos 

Una vez caracterizadas las bacterias se utilizó la técnica de BaueC"-Kirby 

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

encontrada., para lo cual se tomaron S colonias (de cada cepa) con un asa 
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estéril y se inocularon en S mi de caldo Mueller Hinton, se incubaron a 37° C 

hasta que apareció una turbidez ligera (3 horas). la turbidez se ajustó con 

solución salina estéril hasta que se obtuvó una densidad comparable, con un 

estándar de sulfato de bario. El estándar se preparó mezclando 5 mi de BaC12 

0.048 M ( 1.175% peso/volumen de BaCl2 2H20) con 99.5 mi de H 2S04 al l % 

v/v (0.36N), que fue la mitad de la densidad del estándar No. 1 de 

MacFarland (estándar 0.5 de MacFarland). el estándar correspondió a to• 

microorganismos/mi. Posteriormente se procedió a inocular el agar de Mueller­

Hinton por medio de hisópos estériles. los cuales se humedecieron con la 

suspensión (crecimiento bacteriano) y se estriaron sobre la totalidad de la 

superficie del agar. 

Por último se tomó un sensidisco con 12 antimicrobianos a determinar 

(Sanofi, diagnostics. Pasteur), con una pinza estéril y se colocó sobre el agar de 

Mueller-Hinton. Así el antimicrobiano se difundió formando un gradiente de 

concentración, que inhibió o permitió el crecimiento de la bacteria en un tiempo 

de 24 ha 37° C. De esta manera las cepas se clasificaron como susceptibles ( 

S ) o resistentes ( R ) dependiendo el diámetro del halo de inhibición (el cual 

se midió 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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Tabi. 4. ANTIBIOTICOS UTILIZADOS CONTRA LAS CEPAS DE S. aureus 

ANTIBIOTICOS ABREVIATURA FAMILIA ACCION• OIAM. llAl..0 u•: INll. (mm) 
A 1 s 

AmplcHI•• AMP Amlaope•ieill•• .: 28 "'29 

Ccr•loti•• CF c.r.a-pori•• de .: 14 IS-17 "'18 ·····•-cf6• ccro .. &hn• CTX Cel• ... pori•• de .: 14 IS-22 "'23 
3···••1"8Clóll 

Ccfta'ddim• CAZ Cef•'-pori•• de .: .. 15-17 "' .. 
J,•~rmcióll 

Cefuro:dma CXM Cef•lomperi- de .: 14 IS-17 "'19 
2• ·- ncU. 

Dicloiuu:ilinaaa CLOX Pe•klH•• .: 10 11-12 "'13 

Erltromicina ERI Macrólido .: 13 14-17 "'18 

Gcnl•mlciaa GEN A•ia .. lac6sido 3 .: 12 13-14 "'15 

rcno111cina PEF Q•l•oloa• .: 14 IS-22 "'" 
Pirnicillna PEN PeaicHI•• .: 28 :.29 

Tctraciclina TET Tetnicicliaa ., .. 15-18 ,, .. 
Trlmctoprim- SXT c-biaació91d• .: 10 11-15 "'16 
salf•mcloJLazol dla•iaopiri-ldl-

• l lnhlbk:IM de la form.ciólt de la pared celular. 3 lntcrfereacia en la •iatcsls de protciaa .. 
.t lahiblclóa del •ct8bollislllo de lom 6cld• a11eWlcoe 
"'R - Resistente. 1 - latermed• y S - Seaslble 
Tomada de Clono, C.S. 1983. 

Detección de P-lactamasas 

Una vez determinada la susceptibilidad a los 12 antibióticos se detectó la 

producción de (3-lactamasas, (principalmente en las cepas resistentes a 

ampicilina y penicilina), para lo cual se utilizaron discos impregnados con una 

cefalosporina cromógenica nitocefin (BBL). Este compuesto cambia de color 

amarillo a rojo cuando el enlace amida del anillo 13-lactámico es hidrolizado por 

la 13-lactamasa. 
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Un disco impregnado con nitrocefin se humedeció con una gota de agua estéril 

y enseguida se colocó 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 observó Ja ocurrencia 

de cambio de color durante un periodo máximo de 1-2 minutos (OºCallaghan. 

C. H. et al., 1972). 

Determinación de la CMI de ampicilina, anaosicilina y en combinación 

con los inhibidores de jl-lactamasas sulbactam y ácido clavulánlco. 

respectivamente. 

La concentración mínima inhibitoria de ampicilina, ampicilina + sulbactam, 

amoxicilina y amoxicilina + ácido clavulánico se determinó por el método de 

dilución en placa en agar Mueller-Hinton (MH), utilizando un sembrador 

multiple, conforme a lo reportado por Vaca, et al., (1995). Para lo cual se 

creció cada una de las 150 cepas en caldo nutritivo a 37° C con agitación 

constante durante 16 horas. Cada cultivo se diluyó ( 1 :3) con caldo nutritivo en 

un pozo del sembrador .. para posterionnente hacer las replicas en cajas de MH 

más diluciones dobles seriadas del antibiótico solo (ampicilina y amoxicilina) y 

en combinación con el inhibidor en eJ rango de concentración de 3.9 a 2000 

µg/ml. La CMI es la minima concentración del antibiótico que inhibe el 

crecimiento visible después de incubar 24 ha 37° C. 
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Las combinaciones de 13-lactárnico+ inhibidor de 13-lactamasas utilizadas 

fueron: Clavulin (SmithKline Beecham Fannacéutica); el cual contiene 

amoxicilina + 25% de clavulanato de potasio y Unasyna (Pfizer); la cual 

contiene arnpicilina y 68.So/o de sulbactam. 

Detern1inación de la CMJ a metales pesados 

La determinación de la CMI a los metales pesados se realizó por el método de 

dilución en placa en agar nutritivo (Cervantes-Vega. el al .• 1986). cada cepa se 

creció en caldo nutritivo (agitación por 16 horas a 37 ºC). Cada cultivo se 

diluyó (1 :3) en los pozos del replicador. para después hacer las replicas en las 

cajas de agar nutritivo más diluciones dobles seriadas de la sal de cada metal 

(tabla 5). Los metales en fonna de sales (J.T.Baker) utilizados fueron: acetato 

de plomo (Pb (Cl-J,C00)2). arsenato de sodio (Na2HAs04), cloruro de cadmio 

(CdCh). cloruro de mercurio (HgC(z) y cromato de potasio(K2Cr04). 
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c1 •• 1ncación de la resistencia a metales pesados 

Las cepas se clasificaron como susceptibles (S) o resistentes (R) con base a 

los criterios reportados por Nakahara et al .• (1997a) para cepas de S. aureus 

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

Tabla 6. Clasificación de las cepas de S. aureus a metales pesados 

METAL CMI (µg/ml) 

s R 

Plomo 3.1-6.2 800-3200 

Croma to 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 inform•ción para los patrones de multirresistencia 

Para almacenar y ordenar los datos se utilizó una base de datos en Dbase 

111 plus que nos permitió hacer las búsquedas necesarias, particularmente en lo 

que se refiere a los diferentes patrones (combinaciones de resistencia) de 

multirresistencia a antibióticos y a metales pesados, de los cuales hay 13 1 072 

(2 17) posibles, toda vez que se utilizaron 12 antibióticos y 5 metales pesados. 

siendo dos las posibilidades para cada uno (R o S). Las cepas con 
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susceptibilidad intermedia a antibióticos se clasificaron como resistentes. 

debido a que si se hubieran considerado estos. el número de patrones de 

resistencia diferentes hubiera sido 129140163 (3 17), demasiado grande para 

realizar todas las búsquedas en la base de datos. Por esta razón decidirnos 

considerar a las cepas con sensibilidad intermedia como resistentes, para 

facilitar el análisis y porque fue mejor para los pacientes infectados la 

administración del antibiótico al que la cepa fuese claramente sensible. 

Extracción de plásrnidos 

Para el aislamiento de plásmidos se utilizó un método modificado de lisis 

alcalina (Le Gouill, C. & Jean-Luc, P. 1994) que consistió de lo siguiente: 

1.- Se Sembró la cepa de S. aure11s seleccionada en caldo nutritivo y se 

incubó en agitación constante a 37° C por 24 horas. 

2.- Centrifugó 1.5 mi del cultivo a 15,000 rpm. 

3.- Resuspendió la pastilla en 100 µ1 de la solución l (50 rnM glucosa. 10 mM 

EDTA, 25 mM Tris HCL, PH 8.0), y se ailadió 0.2 µI de RNAsa (5-15 

minutos a temperatura ambiente). 
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4.- Agregó 200 µl de la solución II (0.2 NaOH, 1 % SDS), se mezcló por 

inversión 1 minuto, se agregó 200 µI de cloroformo y se mezcló por inversión 

1 minuto. 

6.- Afladió 150 µl de la solución 111 (acetato de potasio 5 M, 5 mi de ácido 

acético glacial al 5%). 

7 .- Centrifugó 2 minutos a 4° C (15,000 rpm) y se separará la fase acuosa 

(superior) a otro tubo eppendoñpara mezclar por inversión con 2 volúmenes de 

etanol absoluto frio. 

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

lavó el paquete con 1 mi de etanol al 70% 

9.- Secó la pastilla a 60-65º C durante 5 minutos. 

10.- Resuspendió la pastilla en 40 µ1 de agua bidestilada estéril. 

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

de electroforesis horizontal) con 200 mi de buffer TBEI IX, para lo cual se 

utilizó una fuente de poder Ec250-90. El corrimieto se realizó a 100 volts por 

50 minutos. 

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

translwninaron con luz ultravioeta. 
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13.- Se fotografiaron los geles con una camara polaroid bajo transiluminación 

con luz UV. 

Curación de plásmidos 

Para la curación de plásmidos se seleccionó a una cepa de S. aureus 

rnultirresistente a antibióticos y metales pesados. Se sembró la cepa en caldo 

nutritivo más bromuro de etidio (Bret) (2µg/ml) y se incubó a 37° C con 

agitación 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 

incubación se picaron las 1000 colonias con palillos estériles a medios de agar 

nutritivo más las sales de los metales a los que la cepa fue resistente. Al 

ténnino se eligieron las colonias que no crecieron en presencia de los metales y 

se analizó (a cada una de las colonias con el propósito de determinar la 

eficiencia de curación) su sensibilidad y/o resistencia a los antibióticos. Para 

finalizar se extrajó el DNA plasmídico (Le Gouill. C. & Jean-Luc, P. 1994) de 

dos de las colonias de la cepa tratada con Bret .. para comprobar si se curaron de 

plásmidos y para determinar si la resistencia a metales pesados (en particular a 

plomo) y a antibióticos se encontraba asociada en plásmidos. 
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RESULTADOS 

ORIGEN DE LAS CEPAS . 

Para el desarrollo de este trabajo se analizaron 150 cepas de 

Staphy/ococcus aureus que fuerOn aisladas de las diferentes ubicaciones de 

150 pacientes que acudieron al servicio de laboratorio de Análisis Clínicos de 

la CUSl-lztacala. 

Como se aprecia en la gráfica ), setenta y seis por ciento de las cepas se 

aislaron de la nasofarínge, 16 o/o de vías urinarias (cultivos vaginales y 

urocultivos) y_el 8 % de cultivos diversos (en cinco cultivos oculares 5 cepas, 

óticos 3, exudado vulvar 1, uretral, espectoración y cultivo de piel una 

cepa). 

En la grafica 2 se aprecia que la mayoría de los pacientes fueron nii'ios y 

adultos, el 71.9 o/o tienen 30 aftos o menos. El grupo de edad más abundante fue 

el de 21-30 aftos (28%), seguido por los grupos de 1-10 (23%) y de 11-20 

aftos (20.6%). Los grupos minoritarios fueron: 61-70 aftos y 71-80 (0.6% en 

cada caso). 
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GRAFICA 1 
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Resistenei• a antibiótieos 

El 94% de las cepas analizadas fueron resistentes a los antibióticos 11-

lactámicos penicilina (Pen) y ampicilina (Am) (gráfica 3), 92% a la 

cefalosporina de 3ª generación ceftazidima (Caz) y 73% al macrólido 

eritromicina (Eri). El 57% de las cepas mostró resistencia a la quinolona 

pefloxacina (Pef) y aproximadamente el 40 % para la cefalosporina 

cefotaxima (Ctx) o a la tetraciclina (Tet). Alrededor del 36% fueron 

resistentes a la penicilina semisintética diclC\xacilina (De) y el 32% al 

trimetoprim con sulfametoxazol (Sxt). Solo el 24% de las cepas presentó 

resistencia al aminoglucósido gentamicina (Ge). 

Los porcentajes más bajos de resistencia fueron para las cefalosporina 

cefuroxima (Cxm, 2ª generación ) con un 10.6 o/o y para la cefalotina (Cf, 1 ª 

generación) con un 7o/o. 

Multirresistencia •antibióticos 

Todas las cepas probadas fueron resistentes a 2 o más antibióticos 

(gráfica 4), una de ellas (0.6%) mostró 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 (6o/o) y nueve (4%). Es importante 
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destacar que aproximadamente el 75% de las cepas mostró resistencia en el 

intervalo de 4-7 antibióticos. 

Producción de P-lactamasas 

El 96% de las cepas (gráfica 5) fueron productoras de p-lactamasas y 

solo el 4% (6 cepas) no produjeron 13-lactamasas. 

Concentraciones mínimas inhibitorias de 13-lactámico con y sin inhibidor 

de p-lactamasas 

Como puede observarse en la gráfica 6, la CMiso de ampicilina 

(concentración que inhibe al 50% de las cepas) fue 250 ~·g/ml y la CM190 fue 

de 1562 µg/ml. La adición de sulbactam disminuyó 10 veces la CMI50 (23 

µg/ml) y la CMI90 ( 164 µg/ml). 

La CMI50 de amoxicilina correspondió a 390 µg/ml y la CMJ90 a 1687 

µg/ml (gráfica 7). La adición del ácido clavulánico a la amoxicilina redujó 8 

veces la CMl5o (47 µg/ml) y la CM190 (207 µg/ml). 
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Variedad de 13-lactamaaa• producida• por cepas de S. aureus 

Si bien, las CMl50 y CMI90 de ampicilina y amoxicilina se redujeron en 

1 O y 8 veces por efecto del inhibidor de de 13-lactamasas sulbactam o ácido 

clavulánico, respectivamente, al analizar el cociente CMI-13-lactárnico/CMl 13-

lactámico+inhibidor de 13-lactamasa. se aprecia que las 13-lactamasas 

producidas por las cepas estudiadas difieren en sensibilidad al inhibidor 

correspondiente. En la gráfica 8 puede observarse que la disminución de la 

CMI de la ampicilina por el sulbactam tiene una distribución cuya media 

corresponde a 10.5 veces en un intervalo de 2 a 64 veces. con 6 cepas (4%) 

cuya CM! no cambia. 

Una distribución similar se obtuvo para el cociente CMI 

amoxicilina/CMl-amoxicilina+acido clavulánico. con una media de 8.3 veces 

en un intervalo de 2 a 32 veces y con las mismas 6 cepas cuya CMl no 

disminuye por efecto del clavulánico (gráfica 9). 
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Resistencia • met•les pes•dos por cepas de S. aureus 

Plomo 

En la gráfica 10 puede observarse que la CMI a plomo presenta una 

distribución bimodal, resistente (97.4% de las cepas) en el pico de 800-3200 

µg/ml y sensible o medianamente resistente (2.6%) en el pico de 100-200 

µg/ml 

Crom•to 

La CMI del 95% de las cepas a cromato, se distribuyó unimodalmente en 

el pico de sensibilidad de 187-375 µg/ml (gráfica 11 ). 

Mercurio 

En Ja gráfica 12 se observa que el 96% de las cepas f"ue resistente a 

mercurio, presentando una distribución de un solo pico (CMI, 20-40 µg/ml). 

C•dmio 

Se obtuvo una distribución similar para la CMI a cadmio (gráfica 13), en 

donde el 97% de las cepas se situó en el pico de resistencia de 50-200 µglml. 

Arsen•to 

La distribución de la CMI a arsenato (gráfica 14) por parte de las cepas 

de S. aureus fue bimodal, siendo el 26% de las cepas sensibles en el intervalo 

de 200-400 µg/ml y el 74% resistentes en el rango de 800-3200 µg/ml. 

53 



w
 

Q
 

8 ¡g 
:l 
a.. 
w

 
u 

-~ 
a::: 

~
 

2 
e 

i 
~
 

"' 
-~ 

C
ll 

~
 

-
o 

<C
 ..... 

8 
¡ 

~ 
a.. 

a 
ce 

u 

~
'
i
 

~
 

..;:, 
e:> e

a
 

:e 
..... 

J! 
(
,)

 
¡¡¡ 

U
)
 

~
 

¡:: 
Q

. 
w

 
(
.)

 
C

I) 
:::» 
C

I) 
~
 

-
8

 
g 

:¡;¡ 
~
 

:;¡ 
¡¡a 

s 
C

>
 

-

3
M
f
J
.
N
3
I
O
~
O
d
 



GRAFICA 11 

SUSCEPTIBILIDAD A CROMATO POR CEPAS DE 
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Patrones de multirresistencia a antibióticos y metales pesados 

Para obtener los diferentes patrones de resistencia a antibióticos y 

metales pesados se utilizó una base de datos en dbase 111 plus. La tabla 7 

muestra el número de patrones de mu)tirresistencia, el número de cepas en cada 

uno de ellos. los patrones de resistencia a antibióticos y a metales pesados y e) 

grupo de cada patrón designado por letras (solmente en aquellos 

representados por un mayor número de cepas). Se observaron un total de 104 

patrones distintos de multirresistencia. dentro de los cuales 81 estuvieron 

representados por una cepa cada uno.. 1 7 por 2 cepas y un solo patrón por 3 

cepas. 

T•bla 7. Patrones de resistencia a antibióticos v ntetales .--.ados oor cepas de S. aureus 
No. No. Cepas Patrones de resistencia a antibióticos Patrones de Grupo 
Patrones por patrón resistencia a 
diferentes metales 

81 

17 2 

E. AM, SXT. CTX. PEF, PE, CAZ Pb. Hg. As, Cd A 

4 AM, CTX. PEF, PE. CAZ Pb, Hg.,As.Cd B 

4 E. AM, CTX, PEF. PE. CAZ. DC Pb, Hg. As. Cd c 

6 E, AM, SXT. CXM. PEF. CAZ, TE Pb, Hg. As. Cd D 

6 E. AM. PE. CAZ. GE Pb, Hg. As, Cd E . 
•· 

..·. 

12 E, AM. CTX, PEF, PE, CAZ Pb. Hg.As ,Cd F .. 
TOTAL 104 IS 
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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 común la resistencia a ampici1ina, 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 patrón con un número 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 últimos seis patrones de resistencia (grupos A, B, C, D, E y F) 

comparten en común la resistencia a ampicilina, ceftazidima, así, como a 

plomo, mercurio, arsenato y cadmio. 

Es importante mencionar que dentro de las 150 cepas de S. aureus 

distribuidas en los 104 patrones distintos de multirresistencia se encontraron 4 

cepas sensibles o moderadamente resistentes a plomo. Estas 4 cepas además de 

ser sensibles a plomo, comparten en común la resistencia a mercurio, arsénico, 

cadmio, cromato y al antibiótico dicloxacilina 
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Aisla1nlento de plás1nidos 

La extracción del DNA plasmídico se realizó por un método modificado de 

lisis alcalina (Le Guuill, C. 1994), para lo cual se escogió a una cepa 

representativa. de cada grupo de resistencia (A, B, C, D, E y F) (debido a que 

estos grupos presentaron el mayor número de cepas). En la figura 2 se observa 

la existencia de varias bandas plasmídicas de diferentes pesos moleculares. En 

el carril 1 (grupo E ) se observó un plásmido con un tamaño aproximado de 

16,000 pb. En el carril S (grupo F) se distinguieron dos bandas, una de un 

tamai\o mayor a los 23,000 pb y otra de un tamaño similar a la banda 

correspondiente a la cepa del grupo E (16,000 pb). El carril 7 (grupo C) 

presentó una banda plasmídica intermedia con un tamaño aproximado de 

23,130 pb. 

No se observaron bandas plasmídicas para las cepas correspondientes a 

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

Curación de plásmidos 

Para la curación de plásmidos, se seleccionó a la cepa representativa del 

grupo de resistencia F (toda vez, que esta cepa presentó dos bandas 

plasmídicas). En la tabla 8 pueden observarse Jos patrones de resistencia a 

antibióticos y metales pesados de la cepa correspondiente al grupo de 
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resistencia F. Se aprecia que después de la curación, la cepa perdió los 

fenotipos de resistencia a: Ampicilina, Penicilina, Cefatzidima, Arsenato, asi 

como, también la producción de 13-lactamasa. 

Cepa original Cepa tratad• Fenotipos perdidos Eficiencia de curación 
con BrEI para antibióticos y 

metales ...-ados (ª/el 
E. AM. CTX. PEF. PE. E.CTX.PEF. AM.PE, CAZ. As y AM - 10 
CAZ, Pb, Hg. As. Cd Pb, Hg. Cd Producción de !}- PE - 10 

lacta.masa CAZ- 10 
As - 10 

Tabla 8. Patrones de rcslSlcncia de la cepa de S. aureus (grupo F). antes y después de la 
curación con Bromuro de etidio (BrEt). E=Eritrom.ic~ AM=Ampicilina, 
CTX=Cefot~ Pcf=Pcfloxacina.. PE=Penicilina. CAZ= Ceftazid~ Pb=Plomo, 
Hg=Mercurio. As=Arscnato y Cd=Camio 

Es importante destacar que la eficicencia de curación para cada marcador 

correspondió a un 10% (se curaron 100 de cada 1000 mil bacterias). 

Con el propósito de determinar si la cepa de S. aureus representativa 

del grupo de resistencia F. poseía aún los plásmidos (16,000 y > 23,000 pb) 

después de ser tratada con bromuro de etidio. se procedió a su identificación 

por el mismo método (Le Gouill, C. 1994). En la figura 3 puede apreciarse que 

la cepa (grupo F) se curó de los plásmidos (16,000 y> 23,130 ). toda vez, que 

no se identificó ninguno de Jos dos. 
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DISCUSIÓN 

Oriaen de la• cepas 

En el 76% de los aislamientos de nasofarínge se identificó a 

Staphylococcus aureus. lo que coloca a esta especie como la causa principal 

más 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 años 

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. aureus 

estudiadas por Jiménez ( 1996), el 92.6% (603 cepas) se aislaron de la 

naso faringe. 

La mayoria de las cepas reportadas aquí se aislaron de niños menores a los 

10 años de edad (23o/o) y jóvenes (48.6% para el grupo de 11-30 años), y un 

porcentaje muy bajo ( 1.2%) de ancianos (61-80 años). 

Si bien.. los infantes son los más susceptibles a las infecciones 

respiratorias (por su inmadurez anatómica e inmunológica), el hecho de 

encontrar un porcentaje bajo en persoi'ias de la tercera edad (que también son 

susceptibles a infecciones de este tipo}, refleja solamente que este grupo fue el 

menos abundante en la población de pacientes que acudieron a la CUSI-1. 
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Resistencia • antibióticos 

El 94o/o de las cepas de Staphylococcus aureus estudiadas en este 

trabajo fueron resistentes a los antibióticos 13-lactámicos penicilina y 

ampiciJina, respectivamente (gráfica 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 antibióticos puede deberse al hecho de que son 

utilizados con relativa frecuencia por ser considerados de t• elección por los 

médicos de la zona, además de la propia automedicación de la comunidad a la 

que pertenecen los pacientes estudiados, en cuyo caso, la población bacteriana 

se va seleccionando resistente, debido en gran parte a la producción de 13-

lactamasas. 

Los porcentajes de resistencia a antibióticos obtenidos en este trabajo 

contrastan también con un estudio realizado en un hospital de la Universidad 

Federal de Paraiba, Brasil (Santos, F. et al .• 1992), en donde se estudiaron 64 

cepas de Staphylococcus aureus obtenidas de secreciones de la piel, heridas 

quirúrgicas y manos del personal. La susceptibilidad a 10 antimicrobianos se 

determinó por el 1nétodo de Bauer-Kirby. En dicho estudio se encontró el 

87.5% de las cepas resistentes a penicilina y 29.7% a cloxacilina; no se 

detenninó la resistencia a ampicilina. De esta manera los porcentajes de 

resistencia coinciden con Jos datos encontrados por nosotros, no solo para 
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estos antimicrobianos sino también" para gentamicina. Para este último 

antibiótico ]as cepas de S. aureus aisladas por nosotros mostraron un 

porcentaje de resistencia de 24o/o, en tanto que en las cepas brasilei\as este 

valor fue de 17 .2o/o. Para eritromicina y tetraciclina se encontraron porcentajes 

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

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

Brasilei\os se observó en la resistencia a sulfametoxazol con trimetoprim , 

siendo el 32% para los primeros y 18.8% para los segundos. 

Por otra parte la resistencia a algunos antibióticos u.insensibles a 13-

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

resistentes a las cefalosporinas de 3ª generación ceftazidima y cefota.xinta, 

repectivamente, 10.6% a cefuroxime (2ª generación) y 7. 1 % a la cefalosporina 

de t• generación ccfalotina. Estas diferencias notables en resistencia a 

cefalosporinas nuevas y sensibilidad frente a las viejas cefalosporinas indican 

claramente que la fecha de introducción de un antibiótico al mercado no es, por 

s( misma, ninguna garantía de su efectividad, ya que en el fénomeno de 

selección 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, antibiótico alguno como de u.primera 

elecciónn. 
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Todas las cepas estudiadas en este trabajo fueron resistentes a 2 o más 

antibióticos, siendo la frecuencia más alta para las resistentes a 6 (27 .3o/o, 

gráfica 4), lo que demuestra la importancia de aislar el agente patógeno en las 

infecciones, para aplicar la prueba de susceptibilidad a a los antibióticos, a fln, 

de administrar el antimicrobiano más eficaz. 

Efecto de los inhibidores de P-lactamasas sobre la CMI de P-laetámicos 

En este trabajo se reportó que el 96% de )as cepas de S. aureus 

produjeron p..lactamasas, y que Jos inhibidores de p-lactamasas; sulbactam y 

ácido clavulánico, disminuyero en 10 y 8 veces., respectivamente,, la CMl50 y 

CMI90 de ampicilina y amoxicilina sobre la población de cepas de S. aureus 

estudiadas (gráfica 6 y 7). Sin embargo, en un esrudio realizado en la 

Universidad de Edinburgo en Inglaterra, sobre un grupo de cepas de 

Escherichia co/i provenientes de pacientes, en donde se detenninó el efecto del 

ácido clavulánico sobre la CM! de amoxicilina (no se determinó el efecto del 

sulbactam sobre la CM! de ampicilina), se encontró que la CMI50 y la CMioo 

de amoxicilina se redujó en 64 veces por efecto del ácido clavulánico 

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

Por otra parte no obstante, que el sulbactam y ácido clavulánico 

disminuyen en 10 y 8 veces la CMI50 y CMI9() de ampicilina y amoxicilina, el 
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análisis más detallado permite distinguir seis (gráfica 8) y cinco (gráfica 9) 

subpoblaciones, que probablemente corresponden a cepas productoras de 13-

lactamasas con distinta sensibilidad al inhibidor o., a enzimas producidas en 

concentración diferente. 

Las seis cepas no productoras de 13-lactamasas (4 o/o) mostraron una CMI 

idéntica ante el 13-lactámico con y sin inhibidor de 13-lactamasas, de modo que 

el cociente (CMI 13-lactámico I CMI 13-lactámico + inhibidor) de ambas cepas 

fue igual a 1 (gráficas 8 y 9). A pesar de que estas seis cepas·no produjeron 13-

lactamasa., fueron resistentes a penicilina y ampicilina. Estos datos sugieren 

fuertemente que la resistencia a ambos '3-lactámicos se debe a la alteración de 

las PBPs. 

Resistencia a metales pesados 

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

Staphy/ococcus aureus mostró una distribución bimodal (gráfica 1 O), 

considerando resistente al 97 .4o/o de las cepas situadas en el intervalo de 800-

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

una CMI de 100-200 µglml. Una distribución similar fue encontrada por 

Nakahara et al. (1977a) para una colección de cepas de S. aureus (método de 
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dilución en placa), distinguiendose dos picos, resistente (90.3% de las cepas) 

en el rango de 800-3200 µg/ml y sensible (9.0%) en el intervalo de 3.1-6.2 

µg/ml. No obstante, que el pico de las cepas resistentes encontradas por 

nosotros coincide con el de estos investigadores (CMI 800-3200 µg/ml en 

ambos casos). las cepas reportadas como sensibles (CMI 100-200 µg/ml) o 

moderadamente resistentes, discrepan de las encontradas por estos autores. 

cuyo pico de sensibilidad ocurrió en el rango de 3.1-6.2 µg/ml. Los procesos 

que han sido considerados como responsables de la resistencia bacteriana al 

plomo es la precipitación como sulfuro de plomo o como plomo metilado 

(Sumrners, A.O. & S. Silver 1988). sin embargo, el mecanismo no ha sido aún 

descrito. 

Respecto al cromo la distribución de la CMI se distribuyó en un solo 

pico de sensibilidad (CMI 187-750 µg/ml). Campos y col. (1995) y Vaca y 

col. e 1995) trabajando con cepas aisladas de zonas contaminadas de las 

ciudades de México y León han reportado una distribución bimodal con picos 

menores de 750 µg/ml para la población sensible y mayores para la resistente. 

Se ha reportado que la resistencia al cromo está determinada por una alteración 

del transporte del sulfato dado que el cromo es incorporado por esta vía., as( 
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como también por una captación 

resistentes (Ohtake, H. et al .• 1987). 

disminuida por parte de las células 

El comportamiento de la población de S. aureus con respecto al mercurio 

la agrupa en tomo a un pico de resistencia en el intervalo de. 20-40 µg/ml. Se ha 

descrito para cepas de S. aureus una distribución bimodal (Nakahara. H. et al., 

1977a), sensible en el rango de 1.6-6.25 µg/ml y resistente entre 12.5-50 

µg/ml. 

La distribución de la CMI a cadmio por las cepas de S. aureus, ocurrió 

en un solo pico de resistencia (50-200µg/ml). Nakahara et al. (1977a) reportó 

una distribución para cadmio trimodal; sensible (CMI 1.6 µg/ml ). 

moderadamente resistente (CMI 12.5 µg/ml) y resistente (CMI 100-200 µg/ml), 

según 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 iónes 

tóxicos (Silver. S. et al., 1989; Cervantes. C. et al., 1994; Higharn, O.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 µg/ml. 
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Se detectó una distribución bimodal para la CMI a arsenato, sensible 

(CMI 200-400 µg/ml) y resistente (CMI 800-3200 µg/ml). Estos datos son 

similares a los encontrados por Vaca y col. (1995) para un grupo de cepas 

Gmm positivas aisladas de suelos contaminados con plomo, en donde el pico 

de sensibilidad ocurrió entre (CMI 100-200 µg/ml) y el de resistente entre 

(CMI 1600-3200 µg/ml). 

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

reportadas en este trabajo refleja que, probablemente, estas resistencias podrían 

deberse a la contaminación ambiental por estos metales (ejercen efectos 

inhibitorios sobre los microorganismos pero, por otro lado, pueden seleccionar 

variantes resistentes a los efectos tóxicos). La presencia de metales pesados en 

el ambiente es un problema que debe preocupamos, 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 dañinos para 

los hwnanos, afectando los sistemas: hematopoyético, hepático, renal, 

reproductivo y nervioso central (principalmente en mujeres embarazadas y 

niños) (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 

sanguíneas de plomo a 113 infantes (3-7 años) que asistieron al hospital 

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

T2 



encontró que el 76% presentaron concentraciones de plomo mayores a los 1 O 

µgldl. revasando la cifra permitida(< JO µg/dl). 

Una de las principales causas de contaminación por plomo en la ciudad 

de México es la ocasionada por los automóviles. por ejemplo se ha descrito que 

los 3 millones de vehículos que circulan diariamente., consumen 16 millones de 

litros de gasolina por día. depositando anualmente dos millones de toneladas de 

plomo en el aire (Romieu. l.. et al .• 1992). 

Por otra parte se ha reportado que existen otros metales pesados 

considerados cotno contruninantes a.1nbientales que pueden causar efectos sobre 

las personas .. tal es el caso del arsénico (bronquitis; cáncer de esófago. laringe., 

pulmón y vejiga; hepatotoxicidad y enfermedades vasculares). cadmio 

(bronquitis. enfisema. nefrotoxidad. infertilidad. cáncer de próstata. 

alteraciones neurológicas,. hipertensión y enfermedades vascularesl. crotno 

(nefrotoxicidad. hepatotoxicidad y cáncer de pulmón) y mercurio (alteraciones 

neurológicas y afecciones del sistema respiratorio) (Silbergeld. E.K. 1990). 

De esta 1nanera la presencia de bacterias resistentes a metales pesados 

podrian ser de gran utilidad no solo como sondas para evaluar la 

contaminación arnbiental por metales., sino tatnbién como una alternativa en la 

destoxificación de ecosistemas containinados por estos agentes (Cervantes., C. 

& Gutiérrcz -Corona F. 1994) 
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Patrones de multirresistencia a antibióticos y metales pesados 

Las cepas de Staphy/ococcus aureu.\· rnultirresistentes se distribuyeron 

en 104 patrones distintos (Tabla 7). Todos los patrones de multirresistencia 

(principalmente A, B, C y D) incluyeron penicilina, ceftriaxona, asi como, 

plomo,. mercurio., arsenato y cadmio (estando un patrón en particular 

representado por 12 cepas). 

Parece muy probable que algunos patrones de multirresistcncia estén 

conferidos por plásmidos. De este modo si la resistencia a 4 o 5 antibióticos 

(por ejemplo) está ligada a uno o dos metales pesados (es decir, si los genes 

responsables de cada una de las resistencias se localizan en un solo plásmido),. 

la administración de un solo antibiótico de esos 4 o 5 pennitirá la selección de 

la cepa resistente a todos los antibióticos., incluyendo a los metales. 

Es posible también que una cepa resistente a 1 O antibióticos y 4 metales 

pesados, por ejemplo, posca más de un plásmido; por ejemplo 2, y que ambos 

contengan un gen cotnún de resistencia a uno de los antibióticos., en tanto que 

los detenninantes de resistencia a los antibióticos y tnetalcs restantes pudieran 

estar distribuidos en uno u otro plásmido. De esta 1nanera~ la selección para la 

resistencia dictada por el gen presente en ambos plásmidos pennitiría la 

selección indirecta para resistencia a todos los demás antibióticos y metales. 



Identificación y Curación de plásmidos 

En este trabajo mencionarnos que se aislaron tres cepas con plásmidos 

de diferente tamaño molecular. una cepa (grupo E) con un plásmido de un 

tamaño aproximado de 16,000 pb. otra cepa (grupo F) con dos plásmidos 

(16,000 y> 23,130 pb) y la última (grupo C) con un plásmido de 23,130 pb 

(figura 2). Estos datos son similares a los reportados por Novick (1979) para 

cepas de S. aureus, en donde los plásmidos de tamafto molecular situados 

entre 15,000 a 30,000 pb pueden portar genes de resistencia a antibióticos 13-

lactámicos (J3-lactamasa). macrólidos y a metales pesados como arsénico. 

cadmio y mercurio. 

Una cepa de S. aureus correspondiente al grupo F (Figura 2). presentó 

dos bandas plasmidicas (16,000 y mayor de 23,130 pb). sin embargo. un 

análisis más detallado nos hace pensar que, probablemente lo que se aprecia 

como dos diferentes bandas plasmídicas pudieran tratarse del mismo p1ásmido 

en configuraciones estructurales diferentes (circulo covalentemente cerrado y 

circulo abierto). De este modo el plásmido de menor tamaño (16,000 pb) 

podría encontrarse estructuralmente en la forma de circulo abierto y el de 

mayor tamaño (>23, 130 pb) en la forma cerrada. 

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

multirrcsistencia A, D y B (figura 2). lo cual probablemente se deba a que estas 
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resistencias no se encuentran conferidas por plástnidos o que quizá éstos sean 

de un tamaño muy grande. Si bien, se ha reportado que S. aureus 

(Novick, R.P. et al., 1979) puede portar plásmidos de tres diferentes clases: 

clase 1 (1,000 -5.000 pb. con resistencia para tetraciclina, cloranfenicol. 

estreptomicina, kanamicina y eritromicina). clase 11 ( 15.000-30,000 pb, con 

resistencia para penicilina .. cadmio._ mercurio, arsenato y bismuto) y clase UI 

(30,000-60,000 pb. con genes que confieren resistencia a gentamicina. y 

trirnetoprirn con sulfametoxazol). no se descarta la probabilidad de que las 

cepas de S. aureus (grupos A. D y B). sean portadoras de plásmidos gigantes. 

toda vez<> que el método de extracción utilizado por nosotros (Le Gouiil, C. & 

Jean-Luc. P. 1994) nos permitió aislar plásmidos en el rango de 1,000 - 70,000 

pb. 

La curación de 1a cepa de S. aurcu.,· (grupo de resistencia F) con bromuro 

de etidio (figura 3). demostró que los detenninantes de resistencia a 

runpicilina <P-lactamasa). penicilina. ceftazidima y arsenato (frecuencia de 

curación = 1 0°/o para cada marcador) se encuentran conferidas por los 

plásmidos .( 16,000 y > 23, 130 pb, si se trarara de dos diferentes). toda vez, que 

no se observaron estos plás1nidos después de la curación con bromuro de etidio 

(figura 3). Estos detenninantes de resistencia son similares a los conferidos por 

el plásmido penieilinase (PCase) descrito por Novick (1968) para cepas de S. 

16 



aureus, en donde éste confiere resistencia a penicilina, rnacrólidos, arsénico, 

bismuto, cadmio, zinc y mercurio. 

En este trabajó se reportó un porcentaje (2.6%, grafica 1 O) de cepas de 

S. aureus sensibles o moderadamente resistentes a plomo corroborando el 

único reporte a la fecha (Nakahara, H et a/. l 977a}, sin embargo. no se logró 

establecer si los determinantes de resistencia a plomo pudieran encontrarse en 

plásmidos (en caso de que Ja resistencia estuviera conferida por plásmidos de 

un tamailo mayor a 70,000 pb) o en el cromosoma bacteriano. Recientemente 

se ha descrito Wl nuevo método de detección y de estimación de 

megaplásmidos (Barton. B.M. et al., 1995) en el cual se ha detectado en 

Staphylococcus aureus la presencia de plásmidos de alto peso molecular 

situados entre 102,000 y 3 16,000 pb, por lo que no se descarta la probabilidad 

de que la resistencia a plomo pudiera encontrarse codificada en alguno de estos 

plásmidos. De tal manera que seria de gran intércs utilizar métodos de 

detección de éste tipo a fin de detenninar si la resistencia a plomo se encuentra 

codificada por plásmidos o por el cron1osoma bacteriano, para de este modo 

tratar de detenninar el mecanismo de resistencia. 
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CONCLUSIONES 

1.- Staphylococcus aureus se constituyó como el agente más frecuentemente 

aislado de las v[as respiratorias superiores en pacientes que acudieron al 

servicio de Laboratorio Clínico de la CUSI-Iztacala 

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

Clínico con algún tipo de afección fueron niños y adultos. 

3.- La mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus analizadas fueron 

resistentes a los antibióticos ampicilina y penicilina considerados como "'de 

primera elección"", lo que refleja probablemente que estos antibióticos han sido 

administrados con mayor frecuencia y por tiempos más prolongados a los 

pacientes de la comunidad estudiada, dando pie a la selección de bacterias 

resistentes, debido, mayoritariamente a la producción de J3-lactamasas. 

4.- Todas las cepas de S. aureus analizadas en este estudio fueron resistentes a 

2 o más antibióticos, siendo el setenta y cinco porciento resistentes en el 

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

infectados. 

5.- Los inhibidores de JJ-lactamasas, sulbactam y ácido clavulánico, redujeron 

en 10 y 8 veces la CMI30 y CM190 de ampicilina y amoxicilina, 

respectivamente, sobre la población de cepas de S. aureus. De tal manera que 

estas combinaciones podrían ser una alternativa en el tratamiento de 

infecciones por bacterias productoras de JJ-lactamasas. 

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

porciento presentó resistencia a mercurio (CMI 20-40 µg/ml) y a cadmio (CMI 

50-200 µg/ml). 

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

µg/ml) y el 53 % resistente (CMI = 800-1600 µg/ml). 

8.- La CMI a plomo mostró una distribución bimodal, con 2.6 % de las cepas 

sensibles o medianamente resistentes (CMI = 100-200 µg/ml) y 97.4 % de 

cepas resistentes (CMI = 800-3200 µg/ml). 
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9.- Las cepas multirresistentes se distribuyeron dentro de 104 patrones 

diferentes, compartiendo en común la mayoría 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 plásmidos de diferente 

tamaño molecurar, (16,000 y >23,130 pb), los cuales fueron los responsables 

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

l l. En este trabajo no se estableció si la resistencia a plomo se encuentra 

asociada en plásmidos o en el cromosoma bacteriano. 

12.- Seria muy inlportante analizar los plásmidos de las cepas resistentes a 

plomo para tratar de caracterizar el sitio de codificación de la resistencia, e 

iniciar el posible mecanismo de resistencia. 
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