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RESUMEN

El uso indiscriminado de los antibidticos ha seleccionado bacterias
resistentes tanto a antibifticos como a metales pesados. Debido a que se
desconoce el mecanismo de resistencia a plomo, el objetivo de éste trabajo fue
encontrar cepas clinicas resistentes y sensibles a plomo. Se utilizaron 80
cepas de Staphylococcus aureus donadas por el cepario de el Laboratorio
Clinico de la CUSI-Iztacala. La resistencia a antibioticos se realizé por el
método de Bauer-Kirby. La Concentracién Minima Inhibitoria a metales
pesados se realizo por el método de dilucién en placa. Los porcentajes de
resistencia a antibi6ticos fueron: 78% penicilina, 74% ampicilina, 48%
dicloxacilina, 41% eritromicina, 31% tetraciclina, 21.25% trimetoprim con
sulfametoxazol, 19% cefuroxima, 15% cefotaxima y gentamicina, 12.5%
ceftazidima, 11.25% cefalotina y 5% pefloxacina. El 100% de las cepas
analizadas fue resistente a plomo (CMI = 1600-3200 pg/ml) y a mercurio
(CMI = 20-40 pg/ml). El 100% fue sensible a cromato (CMI = 187-750
pg/ml). El 42 6% de las cepas fue sensible a zinc (CMI = 85-340 ng/ml) y el
55% resistente (CMI = 670-2720 pg/ml ). La distribucién de la CMI a
arsenito fue bimodal, sensible (57.5%, CMI = 100-400 mg/ml) y resistente (
35%, CMI = 800-3200 pg/ml ). El 18.75% de las cepas de S. aureus fuc
moderadamenie resistente a plata (CMI ='10-15 pg/ml) v el 81.25% resistente
{(CMI = 20-30 pg/ml).

En este trabajo no se encontraron bacterias sensibles a plomo, por lo que
es recomendable trabajar con un mayor nimero de cepas de 8. aureus, con el
proposito de encontrar este grupo y tratar de esclarecer si el mecanismo de la
resistencia se encuentra codificado por plasmidos o por el cromosoma
bacteriano.



INTRODUCCION

Las bacterias forman parte de uno de los grupos de organismos mas
abundantes e importantes de la naturaleza, debido a la gran diversidad de

geéneros y a la capacidad  de descomponer diferentes sustratos naturales
(Alexander, 1993).

Las  bacterias pueden clasificarse de acuerdo a la ca.pacidad de
crecimiento en presencia o ausencia de oXigeno, caracteristica bioquimica que
ha llevado a distinguir tres categorias distintas: acrobias, anaerobias, y
anaerobias facultativas (Burgues, 1971).

Algunos géneros de bacterias tienen la capacidad de participar en
algunos de los ciclos biogeoquimicos, haciendo posible que los elementos
esenciales para otros tipos de organismos, como el oxigeno, nitrogeno, azufre,
fosforo, hidrogeno y carbono, se encuentren disponibles {Christon, 1991).

Por ofra parte existen otros géneros de bacterias de suma importancia
para los humanos, debido a que estas pueden ocasionar diferentes
enfermedades en el organismo, que pueden ser desde una simple infeccién
hasta enfermedades graves que pueden ocasionar ia muerte. (Perea. 1992).

Entre las bacterias con mayor versatilidad para ocasionar infecciones en

los humanos encontramos a Staphylococcus aureus.




Morfologia vy caracteristicas generales de Staphiylococcus atireus.

Los Staphylococcus aureus pertenecen a la familia Micrococcaceae,
son cocos Gram positivos, son esféricos y miden de (.5-1.2 um de diametro,
son inmodviles, s¢ pueden encontrar en cocos aislados, en pares, en tétradas, en
cadenas o en racimo de uvas, no forman esporas, son aerobios facultativos.
Producen durante su crecimiento catalasas, coagulasas y toxinas como: la
leucocidina, toxina exfoliativa y fa toxina del sindrome de choque téxico, lo
que le da su caracter patogénico. Son capaces de crecer en un medio con el
10% de cloruro de sodio, a PH (4.5 2 9) y a temperaturas entre 18 a 40° C.

El Staphylococcus aureus en los medios de cullivo forma colonias
opacas, redondas, regulares, convexas y de color amarillo dorado debido a la
produccion de carotenoides, sin embargo se ha demostrado que este pigmento
no se produce en presencia de glucosa. Bajo condiciones aerdbicas fermenta
manitol, xilosa, lactosa, sucrosa, glicerol y maltosa con produccion de acido.
Se ha demostrado que Staphylococcus aureus es la nica especie del género

que fermenta ¢l manitol en condiciones anaerébicas (Novick, 1993).




Sindromes Clinicos

S. aureus es un microorganismo capaz de causar infecciones leves como:
faringoamigdalitis, otitis, impétigo, foliculitis, antrax, hasta infecciones graves

como bacteriemia, endocarditis, neumnonia y osteomielitis.

Resistencia a antibioticos

La resistencia a los antibidticos fue descrita por primera vez en el afio
de 1912 por Morgenroth y Kaufmann, posteriormente en otras partes del
mundo se reportd la existencia de bacterias resistentes a penicilina (Abraham,
et al. 1941} y a estreptomicina (Murray, ¢f al. 1964).

Las primeras cepas §. aureus resistentes a antibidticos fueron aisladas
poco después de la introduccion de los antibidticos en el mercado. En Los
Estados Unidos, el porcentaje de cepas de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) aisladas en todos los hospitales se incrementd de 2.4% en 1975 a
29% en 1991. Esta incidencia varid de acuerdo al tamano de cada hospital, por
ejemplo: en hospitales con menos de 200 camas se aislo a . aureus (MRSA)
en €l 14.9% y en hospitales con mas de 500 camas se reporto una frecuencia

del 38.3% (Panililio, ef al. 1992).
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Mecanismos de accion de los antimicrobianos v mecanismos de resistencia

bacteriana.

El uso indiscriminado de los antibidticos constituye un factor
importante en la seleccion de cepas resistentes, siendo frecuente que las cepas
resistentes posean plasmidos que les confiere este fenotipo (Bryan,1980).

Los mecanismos de resistencia a antibioticos mediados por plasmidos se

agrupan ¢n 4 categorias (Amabile, 1988):

A) Inactivacion del antibidtico.
B) Alteracidn del sitio blanco que actiia como receptor al antibidtico.
C) Disminucion del transporte del antimicrobiano al interior de la célula.

D) Sintests de via alterna no sensible al farmaco.

Los mecanismos de resistencia y los mecanismos de accion de los

principales grupos dc antibidticos se aprecian en la tabla 1.




Tabla 1. Mecanismos de accién y de resistencia por las bacterias.

ANTIBIOTICOS MECANISMOQS | BLANCO MECANISMOS DE | BASE
DE ACCION | DE ACCION | RESISTENCIA GENETICA
p~lactamicos Inhibicién de la]Protcinas de + Hiddlisis del anillo | Plamido y
« Penicilinas sintesis de  lafunion de la B-factimico (- | cromosoma
»  (Ccfatosporinas | pared celular penicilina lactamasas)
(PBPs) «  Alteracion del
blancao (PBPs).
Macrdlidos v | Inhibicion de 1a| Subunidad »  Metilacion  del | Plasntide y
lincosamidas sintesis de| 50s del rnaterial cromosoma
proteinas ribosona ribosommal  23s
(inetilasa)
+ Hidrolisis de la
lactona de
eritromicina
(eritromicin-
esterasa)
Cloranfenicol Inhibicién de la| Subunidad Modificacion del anubiotico | Plismido
sintesis de| 50s del [evitando su  unién  al
proteinas ribpsoma ribosoma (cloranfenicol
acetil transferasy )
Aminoglucosidos [nhibicién de la| Subunidad + Modificacion  del | Plasmido M
sinlesis de | S0s del antibidtico CTonmosoIa
e cstreptomicing, | proteinas ribpsoma impidicndo su
*  necimicing fransportc  (acetil
» kanamicina, transferasa,
= gentamicina. fosfatidil
transferasa,  adenil
transferasa metilasa)
« Modificacion de 1a | Plismido
subunidad 30s del
ribosoma
« Disminucion de la | Cromesoma
capacion - por  la
célula
Quinolonas y  acido| Inhibicién de la »  Mutacién sobre | Cromosoma
naltdixico Replicacion, ADN girasa ADN girasa (ADN
Transeripcion girasa ) Cromosoma
Recombinacion, o Disminucion de la
¥ perateabilidad
Superenrrollami « Eflujo Cromosoma
ente del ADN
Tetraciclina [rhibicion de | Proteina de la | Interferencia con el | Plasmido
sintesis de | subunidad transportc de la droga
proteinas ribosainica ({proteinas inducibles)
30s J

Sulfenumidas
Trimetoprim

Inhibicién de la
sintesis de dcido
folico

Sintesis de via allerna no
sensible al Firmaco

Plasmide

|

Amabile, 1988,



Resistencia a antibidticos y metales pesados

Como ya mencionamos, el empleo de los antibidticos puede seleccionar
bacterias resistentes a estos agentes (Kuperstoch-Portnoy,1981), siendo
frecuente que esta resistencia se encuentre conferida  por plasmidos
(Watanabe, 1963; Elwell, er al. 1978: Davies, 1978; O Brien, 1980).

De igual  manera que se han registrado bacterias resistentes a  los
antibidticos, se han descrito bacterias resistentes a uno o mas metales pesados
(Nakahara, et al. 1977a; Cenci, et al. 1982: Silver, 1983; ).

La resistencia a metales pesados en varios de los casos puede ser
conferida por plasmidos o por transposones (Silver,1981).

El empleo de los antimicrobianos en los hospitales puede seleccionar
bacterias resistentes tanto a antibibticos como a metales pesados, toda vez,
que ambos determinantes de resistencia pueden encontrarse asociados en el
mismo plasmido y la seleccion de resistencia a un antibidtico conduciria, de
manera indirecta, a seleccionar resistentes al metal (Silver,1988). Por gjemplo,
en el afio de 1970 se aislaron cepas clinicas de E. coli resistentes a antibidticos
y metales pesados, en las que ambas resistencias se encontraban conferidas

por el mismo plasmido (Nakahara, er al. 1992).




Se han mencionado numerosos ejemplos de resistencia a antibidticos y
metales pesados mediados por el mismo plasmido. En la tabla 2 se presenta
un resumen de los ¢jemplos de resistencia a antibiéticos y metales pesados en

Staphylococcus aureus, asi como en otras especies bacterianas.

Tabla 2. Ejemplos de resistencia a antjbiéticos y metales pesados conferidos por el
mismo plismido.

BACTERIA  |ANTIBIOTICO {[METAL |REFERENCIA

Staphylococcus | Penicilina Mercurio | Moore, 1960
aureus
Penicilina Arsénico [ Novick, er af. 1968
Macrolidos Bismuto
Cadmio
Zing
Mercurio
Penicitina Mercurio | Nakahara, et /. 1977a
SXT Cadmio
Estreptomicina | Arsénico
Kanamicina
Macroélidos Cadmio Nakahima, 1990
Pseudomona  |Estreptomicina  |Mercurio | Nakahara,et al. 1977b
aeruginosa Tetraciclina Cadmio
Kanamicina Arsénico
Gentamicina
Escherichia Estreptomicina | Cadmio Nakahara, ef al. 1992
coli Tetraciclina Arsénico
Cloranfenicol Mercurio
Kanamicina

Gentamicina




Interaccion de tas bacterias con los 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,1983; Cervantes, 1994) (tabla 3).

Tabla 3. Relacién de los iones con las bacterias

Clasificacion de los iones que interactilan con las bacterias

1.- lones esenciales:
Mg K', PO4”, 50,7
Mn* Fe¥*, Zn**, Ni¥', Cu*', Co™

2.- [ones abundantes pero comiinmente no  esenciales:
Na“, Ca*", T

3.- lones no esenciales y toxicos:
Hg®*, Cd*, Ag", Pb’+, BiO', SbO*
AsOF, AsO4 *, CrO%, Cry047, TeOy™

(Silver, 1983; Cervantes, 1994}

En el tercer grupo se encuentran algunos de los metales pesados (por su
alta densidad) mas téxicos, cuya toxicidad se basa principalimente en su
interacciéon con las macromoléculas bacterianas. Por ejemplo, los iones
mercurio, plata, cobre, zinc y arsenito interaccionan con ios grupos sulthidrilo
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 respiratonia o el funcionamiento de los
componentes de la membrana celutar (Silver,1983; Cervantes, ¢r al. 1986;
Chen, et al. 1986).

Ciertos iones como el cromo trivalente, cadmi.o y cobre tienen un efecto
mutagénico sobre las bacterias al interactuar éstos sobre fa cadena de ADN,
mientras que otros como el arseniato, cromato y cadmio compiten con los
iones esenciales para su transporte al interior de la célula (Silver, 1983;

Ohtake, et al. 1987).

Mecanismos de resistencia a metales pesados

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

La localizacién de los determinantes de resistencia a metales pesados
en los tiltimos afios ha facilitado la clonacién de varios de ellos v en algunos
casos se ha determinado su secuencia de nucledtidos y deducido la de los
aminoacidos correspondientes (Silver, & Walderhaugh, 1992, Cervantes, &

Gutiérrez-Corona 1994).




Arsénico

Se ha reportado que la resistencia a arsénico mediada por plasmidos
incluye a los iones arseniato, arsenito y antimonio. En Staphylococcus aureus
y en Escherichia coli sc han descrito un grupo de genes asociados en un
operdn denominado ars cuyo funcionamiento puede ser inducido por
cualquiera de los iones mencionados (Silver, et al. 1981 y 1988).

El' operon ars (del plasmido R773) fue clonado y secuenciado por
(Chen, er al.1986), quienes identiﬁcazon 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, ef al. 1988).
ArsB es también una proteina de membrana, funciona como canal i6nico y es
responsable de la expulsion de los iones de arsénico. La tercera proteina ArsC
es una proteina necesaria para la resistencia a arseniato pero no a arsenito o
antimonio {Chen, er af/. 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 F-rancisco, et al. 1990).

En resumen, los tones toxicos son captados inicialmente por los
sistemas fisiologicos de transporte de la célula (figura 1); una vez en el

citoplasma, estos iones inducen la expresion de la ATPasa (ArsA), la cual




genera energia para expulsarlos de la célula a través del canal ibnico de ia

membrana ArsB.

P043- ASO.{}- ASO.{L

Captacion Expulsién

Figura 1. Mecanismo de captacion de los iones toxicos arseniato (AsO.)) por la via
fisiologica de transporte de fosfato (PO, .

Cobalto Niquel v Zinc

Las concentraciones elevadas de estos cationes gjercen efectos téxicos
sobre los microorganismos (Cervantes, 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, ef al. 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 aun desconocido (Nies, & Silver,

1990).

Cobre

El cobre se considera un micronutriente esencial para el crecimiento
bacteriano, pero en concentraciones elevadas es sumamente tdxico. Los
determinantes de resistencia a cobre han sido clonados a partir de plasmidos
de P. syringae (Bender, & Cooksey, 1987, Venitt, & Levy, 1974) y E. coli
(Rouch, et al. 1989). El mecanismo de resistencia en P. syringae se basa en la
excrecion de proteinas que capturan al cobre impidiendo su efecto toxico
{Mellano, & Cooksey, 1988). Estas proteinas tienen un octapéptido que se
encuentra repetido varias veces y que se postula es la region que captura al
cobre.

Se ha demostrado la expulsion del cobre intracelular en cepas de E. coli
resistentes, y se ha postulado un modelo de captacion, quelacion y finalmente

de expulsion del 16n (Rouch, er af. 1989) (fig. 2). Probablemente en los tres




procesos intervienen productos génicos codificados tanto por plasmidos como
por el cromosoma (Cervantes, 1988)

Se han descrito otras estrategias por parte de las bacterias para resistir a
los efectos toxicos del cobre como: precipitacion mediada por plasmidos
(Erardi, et al.1987) y excrecién de acidos organicos u otros agentes quelantes

(Harwood-Sears, & Gordon, 1990)

2+
Cu

cu® ‘> Etectos toxicos
\ 4
CutE O T Peoc

PcoA Peok

cutC vCutD
Cu

Figura 2. Cooperacién de los productos génicos cromosomicos (Cut) y plasmidicos (Pco)
en €] mecanismo de resistencia a cobre en Escherichia coli.

Cromo
Los estados de oxidacién del cromo juegan un papel importante ¢n los

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




esencial, el cromo hexavalente (cromatos y dicromatos) es altamente toxico
(Cervantes, et af, 1990)

Se ha descrito que la resistencia a cromato determinada por plasmidos
se basa en la acumulacion disminuida del ion por tas células resistentes
(Ohtake, & Silver 1987; Cervantes, & Ohtake, 1988). Recientemente se han
secuenciado dos determinantes de resistencia a cromato a partir de plasmidos
de Psendomonas aeruginosa (Cervantes, et al, 1990) y A. eutrophus (Nies,
& Siiver ,1990). El analisis de estas secyencia reveld una homologia entre los
polipéptidos  hidrofébicos, designados ChrA, codificados por ambos
determinantes. Se asume que ChrA es una proteina de membrana responsable
de la traslocacion de los iones de cromato, de manera similar al papel de ArsA
en la expulsion de arseniato (Cervantes, ef al., 1990)(figura 1).

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

su reduccion a cromo trivalente (Bopp, & Ehrlich, 1988) (figura 3).




Soz-q Cr02'4 Reduccidy Crlll CI’OZ-.:
Captacién —;

( ) Expulsion

Ccro*,

Reducpion Efectos 1oxicas

Figura 3. El cromo hexavalente penetra a las bacterias por el sistema de transporte del
sulfato y puede ser reducido a cromo trivalente en el citoplasma o en ¢! exterior de las
células (genes cromosdmicos). Las bacterias resistentes expulsan el cromo hexavalente
mediante productos génicos codificados por plasmidos.

Mercurio

Se ha descrito que la resistencia a mercurio se debe a una reduccidn de
la forma inorganica (Hg™") a la forma metalica volatil (Hg"), constituyendo, de
esta manera, una eficiente forma de destoxificacion (Summers, &  Silver
1978) (figura 4). Los determinantes plasmidicos de resistencia a mercurio de
bacterias Gram negativas provenientes de 3 diferentes fuentes fueron clonados
y sccucnciados: los transposones Tn2l de Shigella flexneri vy Tn501 de
Pseudomonas aeraginosa (Brown, et al. 1986, Misra, et al. 1984) y el
plasmido pDUI1358 de Serratia marcescens (Griffin, ¢t af. 1987). Estos

autores encontraron gran homologia entre las proteinas deducidas de la

15




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 continuacion se encuentra la region del operador-
promotor a donde se une MerR y ¢l primer gene estructural que codifica una
proteina membranal, MerT, que transporta el mercurio extracelular. El
siguiente gene mierP, origina una proteina periplasmica con capacidad de
unién de mercurio, que se postula como responsable de acarrear el cation
unido a MerT al citoplasma. Después se haya merC, cuyo papel en el
transporte de mercurio no ha sido definido (Kusano, et a/. 1990). Finalmente,
el gene merA, que contiene FAD como cofactor y cuya forma funcional es
dimérica. Los 3 polipéptidos MerT, MerP y MerA tienen en comin la
presencia de pares de cisteinas que se cree estan involucrados en la unién del
mercurio y en su transporte secuencial del exterior al espacio periplasmico y al
citoplasma para su destoxificacton (Silver, & 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, et al. 1987) (tales como los
antisépticos merthiolate y mercurocromo). La lasa rompe el enlace entre el

carbono y el mercurio del organomercurial liberando el mercurio 1onico que

16




es posteriormente destoxificado por Ia reductasa (Silver, & Misra. 1988)

(figura 4).

o

ng+ Reductasa y, Hg

LiasaA
<O

/—@ Hg+

Figura 4. Destoxificacion de mercurio y drganomercuriales. La reductasa plasmidica
transforma el i6n mercirico en la forma volatil menos toxica (Hg"). Algunos también
codifican una liasa que actaa sobre los organometales. (Silver, & Misra. 1988)

Plata

El amplio uso de los derivados de plata en la industna y hospitales
(como antimicrobianos en pacientes con quemaduras) ha seleccionado
bacterias resistentes a éste metal. Se ha reportado que tanto las bacterias
sensibles como las resistentes son capaces de reducir la plata 16nica (Agt) a la
forma metalica, por lo que la reduccion se ha eliminado como el mecanismo
de resistencia. (Siver, 1996). Recientemente se ha descrito que el mecanismo
de resistencia a plata se basa en el eflujo intracelular del 16n hacia el exterior
probablemente codificado por genes de el cromosoma bactenano {Xian-Zhi,

1997)



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. Solo hay un reporte de (Nakahara et
al. 1977a) en donde la distribucion de la CMI (concentracion minima
inhibitoria) de plomo en una poblacién de cepas clinicas de S. aurens fue
bimodal, distinguiéndose asi, dos subpoblaciones (sensible, CMI = 3.1-6.2
ug/ml y resistente CMI = 1600-3200 pg/ml). En contraste, Monroy (1997)
encontrd una distribucion bimodal para una poblacion de cepas de S. aureus
(moderadamente resistente, CMI = 100-200 pg/ml y resistente, CMI = 800-
3200 pg/ml. Nakahara, et al. (1977b) obtuvieron una distribucion de un solo

pico para plomo (1600-3200 pg/ml) en colecciones de cepas Gram negativas.




JUSTIFICACION

Debido a que no se conoce el mecanismo de resistencia a plomo, la
finalidad de este trabajo es encontrar cepas clinicas de Staphylococcus
aureus resistentes y sensibles a plomo, considerando que podrian ayudar en
la destoxificacion de ecosistemas contaminados por este metal. Por otra parte
es importante medir la resistencia a otros metales como plata, zinc en un

sondeo para evaluar la contaminacién ambiental por metales pesados.



OBJETIVOS

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

cepas clinicas de Staphylococcus aureus

PARTICULARES
o Establecer la resistencia a 12 antimicrobianos por el método de Bauer-Kirby
¢ Cuantificar la resistencia a plomo, cromato, zinc, mercurio, arsénico y plata

por el método de dilucién en placa.
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MATERIAL Y METODOS

Para el desarmollo de este trabajo se utilizaron 80 cepas de

Staphylococcus aureus donadas por el cepario de el laboratorto clinico.

Resistencia a antibioticos

Para probar la sensibilidad y/o resis_tencia de cada cepa se utilizod la técnica
de Bauer-Kirby (Bauer, et al. 1966), para lo cual se tomaron 5 colonias {de
cada cepa) con un asa 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 ajustd con solucion salina estéril hasta que se obtuvo una densidad
comparable, con un estandar de sulfato de bario. El estandar se preparo
mezclando 5 ml de BaCl, 0.048 M (1.175% pesofvolumen de BaCl, 2H,0)
con 99.5 mi de H;SO;, al 1% v/v (0.36N), que fue la mitad de la densidad del
estandar No. | de MacFarland (estandar 0.5 de MacFarland), el estandar
correspondioé a 10 microorganismos/ml. Posteriormente se procedio  a
inocular sobre el agar de Mueller-Hinton por medio de hisopos 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
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sensidisco con los 12 antimicrobianos a determinar (Sanofi, diagnostics,
Pasteur), con una pinza estéril y se colocd sobre el agar de Mueller-Hinton.
Asi el antimicrobiano se difundié formando un gradiente de concentracion,
que inhibié o penmitié 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 diametro del halo de inhibicion (el cual se
midié 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 QUE SE UTILIZARAN CONTRA LAS CEPAS DE 8. aureus

ANTIBIOTICOS ABREVIATURAS FAMILIA ACCION® | DIAM. HALQ DE INH. (mm) *
R I S
Ampicilina AMP Aminopenicilina 1 =128 =29
Cefalotina CF Cefalosporina  de 1 =14 | 15-17 =18
1" generacion
Cefotaxima CTX Cefalosporina de 3* 1 =14 | 1322 =13
gencracion
Ceftazidima CAZ Cefalosporina de 3° 1 =14 15-17 =18
gencracion
Cefuroxima CXM Cefalosporina de 2* 1 =14 1517 =18
generacion
Dicloxacilina CLOX Penicilina 1 =10 11-12 =13
Eritromicina ERI Macrolido 3 =13 | 1417 =18
Gentamicina GEN Aminegluciside 3 =12 | 13-14 =13
Pefloxacina PEF Quinolona 4 =14 | 1522 =23
Penicilina PEN Penicilina 1 =128 =24
Tetraciclina TET Tetraciclina 3 =14 ] 1518 =19
—
Trimetoprim- SXT Combinacion de 4 =10 | 11-15 =16
salfumetoxazol diaminopirimidina y
sulfonamida
"1 Inhibicién de la formacion de la pared celular. 3 Interferencia en la sintesis de
proteinas.

4 Inhibicion del metabolismo de los acidos nucléicos
"R = Resistente, [ = Intermedia y S = Sensible
Tomada de Giono, 1983.

Determinacién_de la_Concentracion Minima Inihibitoria (CMI) a metales
pesados

La deterrninacion de la CMI a los metales pesados se realizard por el metodo
de dilucion en placa en agar nutritivo (Cervantes-Vega, et al. 1986), cada cepa

se crecera en caldo nutritivo (agitacion por 16 horas a 37°C ).




Posteriormente cada cuitivo se diluyo (1:3) en los pozos del replicador, para
después realizar 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 (].T Baker) utilizados fueron: acetato de plomo (Pb (CH:COO) »),
cromato de potasio (K,CrO,). Cloruro de Zinc (ZnCly), Nitrato de plata
(AgNOs), cloruro de mercurio (HgCl,) y arsenito de sodio (NaAsO,).

Tabla 5. Concentraciones de los metales utilizades

FLOMO ACAR ock A stnck R stock C
pg/ml pef50 ml 80 mg/ml (A= 1710y (B = 1/100)
3200 160000 2 mi
600 —80000 ml
200 40000 05000 mi
400 20000 0.2500 m!
200 10000 1250 ml
100 5000 0 06250 ml
50 2500 3125 ml
25 1250 001562 ml
12.5000 628 0007812 ml
62500 312 5000 0 003906 ml
_ 30250 156 2300 0001953 mi
1 5625 782500 0000977 ml
stack A
PLATA 125 mg/mi
50 2500 2.m
45 2250 1 8 ml
40 2000 ] 6 ml
35 1750 1.4 ml
10 1500 12ml
25 1250 10ml
20 1000 08 ml
15 750 0.6 ml
10 500 (.4 ml
5 250 (.2 ml
25 125 0 1 ml
stock A Stock B
ARSENITO R0 mg/ml [ (A= 1/10)
3200 L60000 2 ml
1600 20000 1 ml
200 40000 05000 ml
400 20000 02500 ml
200 (00404 Q4250 ml
100 5000 0.06250 ml
50 2500 003123 m)
25 1250 15362 ml
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Stock A
ZINC 34 mg/ml
4] 68000 2 mi
340 34000 1 mi
1] 17000 0.500
5 25000 0.250
5 42500 0125
25 21250 0.062
a2 10620 0.031
531 5310 0015
Stack A
CROMATO 15 me/ml
000 150000 2.ml "
1500 75400 Lm!
750 373500 1.5000 m)
376 18750 0 2500 ml
187 5000 931758 01250 mt
93 5000 4687 5000 |0 0628 ml
MERCURI0 stocK A ack B
ng/ml we/50ml 8 meo/ml (A=1/10
20 16000 2 ml.
160 R000O 1 m!
RO A000 0 5000 mi
40 2000 02500 mi
20 1000 01250 ml
10 500 0 06250 ml
5 250 0.03125 ml
2 5000 128 001562 ml
1 2500 62 5000 Q00781 ml

Stock * A " = mg de cada metal mas 10 ml de agua destilada estéril.
Stock “ B” = | ml del Stock “A” mas 9 ml de agua destilada estéril.
Stock “ C“ =1 mldel Stock “B” mas 9 ml de agua destilada estéril.

Clasificacion de la resistencia a mefales pesados.

Las cepas se clasificaron como susceptibles (8) o resistentes (R ) con base a

los criterios reportados por (Nakahara, et a/. 1977), para cepas de S.aureus

método de dilucion en placa tabla 6.
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Tabla 6. Clasificacion de las cepas de S.aurens a metales pesados.

METAL CMI (jrg/ml)
S R
Plomo 3.1-6.2 800-3200
Cromato 1-750 751-3000
Mercurio 16-62 12.5-50
Zinc 5.31-170 171-680
Plata 0-10 20-50
Arsenito 25-200 1600-3200

Nakahara,1977% Xian-zhi,1997.
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RESULTADOS

Origen de las cepas.

Para el desarrollo de este trabajo se analizaron un total de 80 cepas de
Staphylococcus aureus que fueron donadas por el cepario del laboratorio de

Anahsis Clinicos de la CUSI-Iztacala

Resistencia a antibioticos

El 78% de las cepas fue resistente a Penicilina {Pe) y el 74% a ampicilina
(Am) (figura 1). Alrededor del 48% mostro resistencia frente a la penicilina
semisintética dicloxacilina {Dc) y el 41% al macrolido eritromicina (E).
Aproximadamente el 31% fue resistente a tetraciclina (Te) y el 21.25% al
Trimetoprim con sulfametoxazol (Sxt). El 19% mostro resistencia a la
cefalosporina cefuroxima (Cxm, 2* generacion) y el 15% a Cefotaxima (Ctx,
3% generacion) y gentamicina (Ge), respectivamente.

Los porcentajes mas bajos de resistencia fueron para la cefalosporina de
3* gpeneracion ceftazimida (Caz) con un 12.5%, para la cefaloting (CI,
I“generacion) con un 11.25% vy finalmente un 5% de las cepas mostro

resistencia a la quinolona pefloxacina (Pef).
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Resistencia a metales pesados por cepas de Staphylococcus aureus.

PLOMO
En la Figura 2 se observa que la distribucion de la CMI a plomo del total de

las cepas analizadas se encontro en el intervalo de resistencia de 1600-3200

pg/ml,

CROMATO
La CMI del 100% de las cepas a cromato, se distribuy¢ en el pico de

sensibilidad de 187-750 pg/ml (figura 3)

ZINC
En la figura 4 se aprecia que la distribucién de la CMI a Zinc fue bimodal,
siendo ¢l 42.6% de las cepas sensibles en el intervalo de 85-340 pg/ml y el

55% resistente en el rango de 670-2720 pg-ml.

MERCURIO
En las Figura 5 se observa que la CMI de el 100% de las cepas se encontrd en

el intervalo de resistencia de 20-40 pg/ml.
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ARSENITO

La distribucién de la CMI a arsenito por parte de las cepas de S.awrens fue
bimodal (figura 6), siendo el 57.5% de las cepas sensibles en el intervalo de

100-400 pg/ml y el 35% resistentes en el rango de 800-3200 ug/ml.

PLATA
En la Figura 7 puede apreciarse que el 18.75% de las cepas de S. aurens fue
moderadamente resistente a plata en el rango de 10-15 pg/ml y el 81.25%

resistente en el intervalo de 20-30 pg/ml.
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DISCUSION

Resistencia a antibidticos,

El 78% y 74% de las cepas de Staphylococcus aureus estudiadas en
este trabajo fueron resistentes a los antibidticos P-lactamicos penicilina y
ampicilina, respectivamente (figura 1). Estos porcentajes tan elevados de
resistencia puede deberse al hecho de que estos agentes son utilizados con
relativa frecuencia por ser considerados de 1* eleccion 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 seleccionado resistente, debido probablemente a la  produccion de
p-lactamasas.

Nuestros porcentajes de resistencia a antibidticos obtenidos en este
trabajo parecidos a los reportados por Santos ef al. (1992) en un estudio
realizado sobre 64 cepas de Staphylococcus aureus obtenidas de secrecién de
piel, heridas quirirgicas y manos del personal en un hospital de la
Universidad Federal de Paraiba, Brasil. La susceptibilidad a 10
antimicrobianos se determino por el método de Bauer-Kirby. En dicho estudio
se encontrd el 87.5% de las cepas resistentes a penicilina y 29.7% a
cloxacilina; no se determind la resistencia a ampicilina. De esta manera los

porcentajes de resistencia coinciden con los datos encontrados por nosotros,
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no solo para estos antimicrobianos si no también para gentamicina, Para este
altimo antibidtico las cepas de S, anreus donadas por el laboratorio de anlisis
clinicos, mostraron un porcentaje de resistencia de 15%, en tanto que en las
cepas brasilefias su valor fue de 17.2%. Para eritromicina y tetraciclina se
encontraron porcentajes diferentes, siendo de 41.25% y 31.25% para nuestras
cepas, un 40.6% y 62.5% para las de Brasil. Otra diferencia entre los 5.
aureus de nosotros y los brasilefios se observé en la resistencia a trimetoprim
con sulfametoxazol, siendo el 21.25% para nuestras cepas y 18.8% para las
brasilefias.

Por otra parte el 12.5% y 15% de las cepas de S. aureus analizadas
mostrd resistencia frente a las cefalosporinas de 3* generacion ceftazidima y
cefotaxima, respectivamente. El 19% a ceﬁlroxima (2 generacion) y 11.25% a
la cefalosporina de 1* generacion cefalotina (grafica 1). Estos diferencias de
porcentajes de resistencia entre la penicilina y ampicilina con relacion a las
cefalosporinas, pone de manifiesto el incremento de la seleccion de bacterias
resistentes a estos antibioticos de de 1®eleccién, por lo que es muy
conveniente el uso de otros grupos de antibidticos B-lactamicos, por ejemplo
las cefalosporinas, para el tratamiento de infecciones ocasionadas por este tipo

de microorganismo. De esta manera nuestros datos demuestran nuevamente
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que ya no es posible considerar, a priori, antibiético alguno como de “primera

eleccion”,

Resistencia a metales pesados.

En este trabajo reportamos que la distribucidn de la CMI a plomo por
las cepas de S. aureus mostrd una distribucién de un solo pico (figura 2),
considerando resistente al 100% de las cepas situadas en el intervalo de
1600-3200 pg/ml. Nakahara, et al. (1977*) ha reportado que las cepas
resistentes a plomo se encuentran en el intervalo de CMI = 800-3200 pg/ml,
por lo que la distribucién de la CMI de nuestras cepas coinciden con las de
€stos autores, sin embargo en nuestro estudio no encontramos bacterias
sensibles a plomo, por lo que es recomendable trabajar con un mayor nimero
de cepas a fin de encontrar este grupo.

Los procesos que han sido considerados como responsables de la
resistencia bacteriana al plomo es la precipitacién como sulfuro de plomo o
como plomo metilado (Summers, 1988), sin embargo, el mecanismo no ha
sido aiin descrito.

Respecto al cromo (figura 3) la CMI se distribuy6 en un solo pico de

sensibilidad CMI 187-750 pg/ml. Campos et al. (1995) trabajando con cepas
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aisladas de zonas contaminadas de las ciudades de México y Leén han
reportado una distribucion bimodal con picos menores de 750 png/ml para la
poblacién sensible Y mayores para la resistente. Se ha reportado que la
resistencia al cromo esta determinada por una alteracion del transporte del
sulfato dado que el cromo es incorporado por esta via, asi como también por
una captacion disminuida por parte de las células resistentes (Ohtake,1987).

En este trabajo mencionamos que la a distribucion de la CMI a Zinc fue
bimodal, siendo el  42.6% de las cepas sensibles en el intervalo de 85-340
ng/mly el 55% resistente en el rango de 670-2720 ng-ml (figura 4). Se ha
descrito que la resistencia a zinc se encuentra conferida en el plasmido
pMOL30 de Alcaligenes eutrophus CH34 (Mergeay, ef al. 1985) v se ha
demostrado que esta resistencia es inducible y que las células resistentes
inducidas en presencia de zinc expulsan del citoplasma los cationes por un
mecanismo aun desconocido (Nies, & Silver, 1990).

En lo referente a mercurio Teportamos que la resistencia de el 100% de
las cepas de . aureus se encontré en el intervalo de 20-40 ug/mi (figura 5).

Se ha descrito para cepas de S. aureus una distribucion bimodal,
sensible en el rango de 1.6-625 ug/ml y resistente entre 12.5-50 L/l

(Nakahara,19774).
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Se detectd una distribucion bimodal para la CMI a arsenito (figura 0),
sensible (CMI 100-400 pg/ml) y resistente (CMI 800-3200 pg/ml). Nuestros
porcentajes son similares a los encontrados por {Vaca, 1995) para un grupo de
cepas Gram positivas aisladas de suelos contaminados con plomo, en donde el
pico de sensibilidad ocurri¢ entre (CMI 100-200 pg/ml) y el de resistente
entre (CMI 1600-3200ug/ml). Es importante mencionar que para este estudio
nosotros utilizamos arsenito de sodio y estos autores utilizaron arsenato de
sodio.

En la figura 7 puede apreciarse que el 18.75% de las cepas de .
aurens fue moderadamente resistente a plata en el rango de 10-15 ng/ml y el
81.25% resistente en el intervalo de 20-30 pg/ml. Se ha reportado que tanto
fas bacterias sensibles como las resistentes son capaces de reducir la plata
ionica (Ag+) a fa forma metalica, por lo que la reduccion se ha eliminado
como el mecanismo de resistencia. (Silver, 1996). Recientemente se¢ ha
descrito que el mecanismo de resistencia a plata se basa en el eflujo
intracetular del ion hacia el exterior probablemente codificado por genes de ¢l
cromosoma bacteriano (Xian-Zhi, 1997)

La alta resistencia a metales pesados por la cepas de S. aureus citadas en
este trabajo refleja que, probablemente, estas resistencias podrian deberse a la

contaminacion ambiental por estos metales (gjercen efectos inhibitortos sobre
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los microorganismos pero, por otro lado, pueden seleccionar variantes
resistentes a los efectos toxicos). La presencia de metales pesados en el
ambiente es un problema que debe preocuparnos, toda vez, que metales como
el plomo que es un contaminante cuyas fuentes de origen con la industria, la
gasolina y la pintura plomada) puede ejercer efectos dafiinos para los
hwnanos, afectando los sistemas: hematopoyético, hepatico, renal,
reproductivo y nervioso central (principalmente en mujeres embarazadas y
nifios) (Silbergeld, 1990). En un estudio realizado en la ciudad de México
(Jiménez,1993) en donde se les midieron las concentraciones sanguineas de
plomo a 113 infantes (3-7 afios) que asistieron al hospital American British
Cowdray (ABC) , entre mayo de 1991 y octubre de 1992, se encontré que ¢l
76%  presentaron concentraciones de plomo mayores a los 10 mg/dl,
rebasando la cifra permutida ( 10 mg/dl ).

Una de las principales causas de contaminacién por plomo en la ciudad de
Meéxico es la ocastonada por los automéviles, 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, 1992).

Por otra parte se ha reportado que existen otros metales pesados

considerados como contaminantes ambientales que pueden causar efectos
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sobre las personas, tal es el caso del arsénico (bronquitis; cancer de esofago,
lartge, pulmon y vejiga; hepatotoxidad y enfermedades vasculares),cromo
(nefrotoxicidad,  hepatotoxicidad y cancer de pulmén), mercurio
(alteraciones neurologicas y afecciones del sistema respiratorto) y plata ( sirve
como agentes antimicrobiano en pacientes con quemaduras ( Silbergerld,

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, si no también como una alternativa en
la destoxificacion de ecosistemas contaminados por estos agentes (Cervantes,

1994).
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CONCLUSIONES

I. La mayoria de las cepas de Staphylococcus aurens analizadas fue
resistente a los antibidticos ampicilina y penicilina considerados como
“de primera eleccion”.

2. En este estudio se encontré que la totalidad de las cepas de S, aureus
estudiadas fue resistente a zinc, mercurio, arsenito y plata, lo que
refleja probablemente la contaminacién de estos metales en el ambiente.

3. Durante el desarrollo de este trabajo no se encontraron bacterias
sensibles a plomo, por lo que es recomendable trabajar con un mayor
nimero de cepas de S. aureus, con el propésito de encontrar este grupo,
y tratar de esclarecer si el mecanismo de la resistencia se encuentra

codificada por plasmidos o por el cromosoma bacteriano.
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