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Resumen

En la actualidad se ha reportado la existencia de cepas de Staphylococcus aureus endémi-
cas de origen nosocomial, resistentes tanto a antibiéticos como a metales pesados. Esta resis-
tencia puede estar codificada en el DNA cromosomal o en uno o varios plasmidos. El objetivo de
este trabajo ha sido determinar el perfil plasmidico de 21 cepas de Staphylococcus aureus, asi
como su fenotipo de sensibilidad a antibi6ticos de uso comun, y a cadmio y mercurio presentes
en el ambiente. La resistencia obtenida oscil6 entre 1 y 6 antibiéticos. E1 90,47% de las cepas
fue resistente a penicilina y el 71,4% a oxacilina, siendo todas las muestras sensibles a trimeto-
prim-sulfametoxazol e imipenem. Se observé una CMI de 1000 ug/mL para el cadmio en un
28,57% de los aislados, y una CMI de 250 ug/mL para el mercurio en el 61,90% de los mismos.
El protocolo de Lisis Alcalina Modificado permitié la caracterizacion del perfil plasmidico; ob-
servandose en el 95,24% de las cepas de 1 a 5 plasmidos con tamanos comprendidos entre 1,2
Kb y 88,144 Kb.
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aureus.

Staphylococcus aureus: sensibility to antibiotics,
heavy metals and plasmidic profile

Abstract

At present there has been reported the existence of strains of endemic Staphylococcus au-
reus of origin nosocomial, resistant both to antibiotics and to heavy metals. It is resistance can
be codified in the DNA cromosomal or in that of one o more plasmids. The aim of this work has
been characterize genetically 21 Staphylococcus aureus isolates, determining the profile plas-
midic as well as the fenotipo of susceptibility to antibiotics of common use, and to heavy metals
present often in the environment. The obtained resistance ranged between 1 and 6 antibiotics.
90,47% of the strain it was resistant to penicillin and 71.4% to oxacillin, being all the capable
samples to Trimethoprim- Sulfamethoxazole and imipenem. One was observed Minimal Inhibi-
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tory concentration (MIC) of 1000 g/mL for the cadmium in 28.57% of the isolated ones, and a
MIC of 250 g/mL for the mercury in 61.90% of the same ones. The protocol of Modified Lisis Al-
calina allowed the characterization of the profile plasmidic; being observed in 95.24% of the
strain of 1-5 plasmid with sizes included between 1.2 Kb and 88.144 Kb.

Key words: Antibiotic; heavy metals; plasmid; resistance; Staphylococcus aureus.

Introduccion

Actualmente la resistencia antimicro-
biana se ha visto incrementada en una gran
variedad de patégenos, debido principal-
mente a la presion selectiva a la cual son so-
metidos por el uso indiscriminado de estas
drogas, tanto en ambientes comunitarios
como hospitalarios. Dentro de estos patoge-
nos se incluye a Staphylococcus aureus, pa-
tégeno endémico de origen nosocomial (1),
asociandose con la alta prevalencia de genes
de resistencia, y como parte importante en
la diseminacion de los mismos dentro de los
hospitales, entre hospitales y entre paises
(2). Esta resistencia puede estar codificada
en uno o varios plasmidos o cromosémica-
mente (3), encontrandose muchas veces que
los genes de resistencia a antibiéticos resi-
den sobre plasmidos conjugativos que han
jugado un papel importante en la dispersion
de la resistencia a las drogas (4).

Igualmente han sido reportadas cepas
resistentes a metales pesados, como cad-
mio (Cd) y mercurio (Hg), en diversos gru-
pos de microorganismos. La correlacion de
laresistencia a metales pesados y a antibio-
ticos entre aislados clinicos y ambientales
es importante y ha sido muy estudiada (5).
Las investigaciones experimentales indican
que la exposicion aumentada a estos meta-
les altera varios parametros del sistema in-
munolégico y conllevan a una susceptibili-
dad aumentada a las infecciones, enferme-
dades autoinmunes y manifestaciones
alérgicas (6, 7), asi como dafo en el Sistema
Nervioso Central (8).

Muchos autores han establecido que
los genes que determinan la resistencia a la
mayoria de los oxianiones y cationes téxicos
se encuentran principalmente a nivel plas-

midico o transposones. Los mecanismos de
resistencia a metales generalmente se ba-
san en sistemas de transporte de membrana
que elimina los iones téxicos del citoplasma
bacteriano (9,11).

En base a lo expuesto anteriormente el
objetivo de esta investigacion ha sido deter-
minar el patron plasmidico de cepas de
Staphylococcus aureus, asi como el fenotipo
de sensibilidad a antibidticos de uso comun,
y a metales pesados, como son mercurio y
cadmio.

Materiales y Métodos

Poblacion de estudio

Se estudiaron 21 muestras de S. au-
reus suministradas en tubos de agar con-
servacion por el Centro de Referencia Bacte-
riologica del Hospital Universitario de Mara-
caibo, estado Zulia-Venezuela, aisladas de
individuos con diferentes patologias que
acudieron a dicho centro hospitalario.

Identificacién y caracterizacion de los
aislados

Se realiz6 una caracterizacion macroy
micro morfolégica, asi como bioquimica
para cada una de las colonias bacterianas
aisladas en agar Staph 110 y agar manitol
salado (12).

Sensibilidad a antibiéticos

Para evaluar la sensibilidad a antibioti-
cos, se utilizé el Método de Difusion en Agar
con Disco propuesto por Bauer y col. (13)
utilizando placas de agar Mueller Hinton,
las cuales fueron evaluadas luego de 18 ho-
ras de incubacion a 37°C. Los antibioticos
utilizados, manufacturados por Difco (Dis-
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pens-O-Disc Suceptibility Test System) fue-
ron los siguientes: Penicilina (10ug/mlL),
Oxaciclina (lug/mL), Ceftriazone
(30ug/mL), Imipenen (10ug/mlL), Vancomi-
cina (30ug/mL), Gentamicina (10ug/mL),
Eritromicina (10ug/mL), Tetraciclina
(30ug/mlL), Ciprofloxacina (5ug/mL), Clo-
ranfenicol (30ug/mL), Clindamicina
(2ug/mlL), Rifampicina (5ug/mL), Trimeto-
prin-Sulfametoxasol (25ug/mL), y Cefaloti-
na (30ug/mlL). Se utiliz6 la cepa Staphylo-
coccus aureus ATCC 6538P, 240 CECT como
control.

Sensibilidad a metales pesados: Se
determiné la concentracion minima inhibi-
toria (CMI) de metal pesado utilizando pla-
cas con agar tripticasa soyay discos impreg-
nados con el compuesto similar a los que se
utilizan para los antibiogramas, segun lo
propuesto por Fredrickson y col. (14). Los
filtros estandar, de 7 mm, contenian 25 uL
de la solucion con una concentracion espe-
cifica metal. Los metales utilizados fueron,
cloruro de cadmio: CdCly cloruro de mercu-
rio: HgCl) (concentraciones estandar: 10 y
10.000 ug/mLy, 10y 1000 ug/mL respecti-
vamente). Las placas fueron incubadas a
37°C por 24 a 48 horas, procediendo luego a
la medicion de los diametros de las zonas de
inhibicion. La CMI a los metales se determi-
no como la cantidad de metal requerido para
producir una zona de inhibicién de 10 mm
de diametro.

Extraccién de los plasmidos cripti-
cos: Se utilizo el protocolo de lisis alcalina
modificada (15), para determinar el tamano
y numero de los plasmidos presentes en las
cepas bacterianas. La separacion y observa-
cion de los plasmidos se realizé segun espe-
cificaciones (16) por electroforesis en un gel
de agarosa al 0,7% con EtBr (hasta una con-
centracion final de 0,5 ug/mlL) en una cama-
ra horizontal sumergida a 50 voltios durante
7-8 horas. El DNA fue visualizado en un
transiluminador UVP, Chomato-Vue. El ta-
mano de los plasmidos se determiné utili-
zando el programa computacional ORIGIN

version 5.0 para Windows, basado en la mi-
gracion de las bandas de DNA de la muestra
en estudio en comparacion con las bandas
del marcador de Peso Molecular (PM) (Lam-
ba HindlII), relacionando de esta manera el
PM con la movilidad de cada banda en el gel
de agarosa (17).

Resultados y Discusion

Identificacion morfolégica y bioqui-
mica: Las pruebas realizadas indicaron la
presencia de 21 muestras de S. aureus.

Sensibilidad a antibiéticos: Todas las
cepas fueron resistentes a antibi6ticos, osci-
lando tal resistencia entre uno y 6 antibioti-
cos, siendo la resistencia a dos antibiéticos
(38,95% de las cepas) el resultado mas fre-
cuente, seguido del 23,8% de resistencia a
uno y a tres antibidticos. Estos resultados
evidencian un fenotipo de multiresistencia
en las cepas seleccionadas, al igual que los
datos reportados por Alvarez y col. (18) y Pi-
neda y col. (19).

Los antibiéticos a los cuales se obser-
v6 un mayor numero de cepas resistentes
fue a la penicilina y a la oxacilina (90,47 y
71,4%, respectivamente) (Tabla 1), lo cual
han sido ampliamente reportado en cepas
de S. aureus (18-23). De igual forma, se ob-
servo la aparicion de resistencia intermedia
a la ciprofloxacina, cloranfenicol y vanco-
micina en el 28,57%; 4,76% y 19% de las
cepas respectivamente, resultados compa-
rables con los reportados por la mayoria de
los autores, los cuales sefialan un bajo por-
centaje de cepas resistentes a estos agentes
(18-26).

Las Cefalosporinas tales como cefaloti-
na y ceftriazone son utilizadas efectivamen-
te en el tratamiento de la ostieomelitis (27) y
endocarditis estafilococcica. Esta efectivi-
dad se debe a la sensibilidad de un alto por-
centaje de cepas a dichos agentes (28) lo
cual es compatible con los resultados obte-
nidos en esta investigacion (4,76%y 14,28%
de muestras resistentes) (Tabla 1).
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Tabla 1
Patron de resistencia a antibioticos en 21 cepas de Staphylococcus aureus aisladas de muestras clinicas

Muestra Resistencia Resistencia Intermedia
PS1 Pe, Ox, Ctx, Cro, Gm, Ra -
PS2 Pe, Ox -
PS3 Pe, Ox -
PS4 Pe, Ox, E, Te -
PS5 Pe, Ox -
PS6 Pe, Ox, E
PS7 Pe, Ox, Te -
PS8 Pe, Ox -
PS9 Ox, Cc -
PS10 Pe, Ox, Cro -
PS11 - Va
PS12 Pe, Ox -
PS13 Pe, Ox Cc, Va
PS14 Pe, Ox, Ra Ctx, Cc, Va, E
PS15 Pe, Ox Va
PS16 Pe Cip, E
PS17 Pe Ox, Cip, E
PS18 Pe E
PS20 Pe E, Cip
PS21 Pe, Ox, Cro Cip, C, E, Te
PS24 Pe Cip, Cc, E

Pe, penicilina; Ox, oxacilina; Cip, ciprofloxacina; Ctx, cefalotina; Cro, ceftriazone; C, cloranfenicol; CC, clindamicina;
Va, vancomicina; Gm, gentamicina; E, eritromicina; Te, tetraciclina; Ra, rifampicina.

También se observé que para tetracicli-
na (9,52%), gentamicina y eritromicina y
clindamicina las cepas fueron poco resis-
tentes (4,76%), datos que concuerdan con lo
reportado a nivel regional por Pineda y col.
(19, 21) y Alvarez y col. (18), y mundial (20-
22, 30, 31) (Tabla 1).

Por el contrario, se observo que el 100%
de las muestras respecto a trimetoprin-sul-
fametoxazole e imipenem, antibioticos de
uso comun resultaron sensibles en el trata-
miento de infecciones ocasionadas por S.
aureus, a pesar de los reportes de resisten-

cia a nivel regional y mundial a estos anti-
bidticos (9,09% (18), 13,9% (22), 25,7% (32)
y 45% (33).

Sensibilidad a metales pesados: Los io-
nes inorganicos o metales pesados tales
como: cadmio, mercurio, arsenato, arsenito,
plomo, antimonio, zinc y bismuto, son alta-
mente toxicos para la mayoria de las formas
de vida presentes en el ambiente, por lo que
no es sorprendente que la resistencia a los
mismos haya sido desarrollada por algunas
bacterias. La correlacion entre la resistencia a
metales pesados y la sensibilidad a antibioti-
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cos ha sido comprobada tanto en aislados guida de una CMI de 500ug/mL en el 33,
clinicos como en muestras ambientales (25, 33% de las muestras.
26, 34). Muchos de estos iones forman parte En el caso del cadmio se observé aue el
de antisépticos y desinfectantes, muy utili- 98,57% de las muestras presents ung CMI
zados en ambientes hospitalarios, situacion de’l 000 pg/mL, seguida de un 23,80% de
que justifica la determinacion de la resisten- las muestras COI,l una CMI de 500 Og, /mL. La
cia a los mismos en nuestro entorno. resistencia obtenida es menor oigual alare-
Como se observa en la Tabla 2 la sen- portada por otros autores (CMI mas altas
sibilidad a los distintos metales pesados que 32 mg/L 6 8-16 mg/L) (26, 35).
probados es variable entre las cepas estu- Los resultados obtenidos permiten su-
?::d5a()s ,yoﬁze(%%nigiin%\ga?'zee?ScczildarInlif)n; poner que la aparicion de patrones de resis-
para el meréurio entre 250 y 1000ug/mL. tencia a antibiéticos y a metales pesados,
Se observé que en un 61,90% de las cepas especificamente en S. aureus, difieren am-
la CMI a mercurio fue d;e 250 pg/mL, se- pliamente, quizas como respuesta a la pre-
’ sion selectiva a la cual es sometida esta bac-
Tabla 2

Concentracion Minima inhibitoria para metales pesados en 21 cepas de Staphylococcus aureus

Muestra [C M I] de Cadmio pg/mL [C M I] de Mercurio ug/mL
PS1 3000 250
PS2 8000 500
PS3 6000 250
PS4 5000 250
PS5 4000 250
PS6 4000 250
pPS7 5000 250
PS8 5000 250
PS9 7000 500
PS10 10000 250
PS11 50 250
PS12 5000 500
PS13 3000 500
PS14 5000 >1000
PS15 6000 250
PS16 1000 250
PS17 1000 500
PS18 1000 250
PS20 1000 250
PS21 1000 500
PS24 1000 500
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teria. De alli se deriva la importancia de es-
tudiar los patrones de resistencia tipicos de
cada ambiente con la finalidad de indicar el
tratamiento mas efectivo contra infecciones
generadas por la misma.

Extraccion y estudio de plasmidos
cripticos: Se procesaron las 21 muestras de
S. aureus, para el estudio de ADN plasmidico,
obteniéndose resultados positivos en el
95,24% de las cepas (Figuras 1, 2y 3). El nu-
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Figura l. Perfil plasmidico de las cepas 1, 2, 3,
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Figura 2. Perfil plasmidico de las cepas 8, 9, 10,
11,12, 13, 14 de S. aureus.
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Figura 3. Perfil plasmidico de las cepas 15, 16,
17,18, 20, 21, 24 de S. aureus.

mero de bandas presentes oscil6 entre 1 y 5
(Tabla 3), observandose la presencia de 5
bandas en el 54,54% de las muestras, el
27,27% presentaron 3 bandasy el 18,18% de
las mismas presentaron 4 bandas visibles.

Las bandas observadas en el gel de
electroforesis de cada una de las muestras
procesadas oscilaron entre 1,2Kb y
88,144Kb al comparar la migracion en los
geles de agarosay el marcador de peso mole-
cular (Tabla 3), no obstante, es imperioso
realizar digestion con enzimas de restriccion
de cada una de ellas para poder estimar el
tamano real de cada plasmido. Los patrones
plasmidicos obtenidos se encuentran entre
los rangos de tamanos reportados para S.
aureus a nivel mundial (18, 34, 36-38).

Conclusiones

1. La mayoria de las muestras fueron
multiresistentes a los antibioticos es-
tudiados.

2. Las cepas estudiadas presentaron re-
sistencia a las distintas concentracio-
nes de cadmio y de mercurio seleccio-
nadas, lo cual representa una situa-
cion alarmante desde el punto de vista
epidemiologico.
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Tabla 3

Patréon plasmidico de cepas de Staphylococcus aureus

Muestra Tamanos (pb) Total de plasmidos
PS1 23.127; 1.550; 1.240 3
PS2 23.127; 1.550; 1.240 3
PS3 23.127; 2.021; 1.550; 1.240 4
PS4 23.127; 1.550; 1.240 3
PS5 23.127; 1.550; 1.240 3
PS6 23.127; 1,550; 1,240 3
PS7 23.127; 2.641; 2.244; 1.550; 1.240 5
PS8 41.031; 37.857; 26.111 3
PS9 47.202; 26.111; 3.968; 2.857; 1.746 5
PS10 23.174; 4.603; 2.222; 1.428 4
PS11 44.027; 26.111; 1.746; 1.428 4
PS12 23.174; 7.619; 4.603; 1.428 4
PS13 37.857; 26.111; 1.428 3
PS14 47.202; 28.888; 9.539 3
PS15 - -
PS16 50.446; 42.906; 23.373; 1.765; 1.607 5
PS17 66.319; 42.906; 23.373; 1.825; 1.607 5
PS18 23.373; 3.720; 1.825; 1.607 4
PS20 23.373; 1.765; 1.607 3
PS21 88.144; 44.825; 23.373 3
PS24 23.373; 1.765; 1.607 3
3. El protocolo seleccionado para el aisla- Referencias Bib]iogréficas

miento de DNA plasmidico fue optimo,
obteniéndose que un alto porcentaje de
las muestras estudiadas presentaron
bandas plasmidicas variadas.
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