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Resumen
La multiresistencia a antibióticos en Staphylococcus aureus ha sido reportada en plásmidos,

información transmisible intergéneros e intragéneros bacterianos, lo que la ha convertido en un
problema de salud pública. El objetivo de esta investigación fue evaluar el efecto del bromuro de
etidio (EtBr) sobre el fenotipo y el perfil plasmídico de S. aureus. Se evaluaron la susceptibilidad a
antibióticos, la resistencia a meticilina (SARM), la producción de �-lactamasas, el número y ta-
maño de plásmidos en las cepas antes y después del crecimiento con EtBr. Se observaron 10 pa-
trones de resistencias, siendo PR (84,61%) y OXR (61%) los más frecuentes. El 50% de los aislados
resultaron ser SARM y el 61,53%, productores de �-lactamasas. Todas las cepas mostraron plás-
midos cuyos tamaños oscilaron entre 1,1 kb hasta > 23 kb. Cuatro cepas, luego de ser expuestas
al EtBr, cambiaron sus fenotipos y perfil plasmídico. La resistencia a la penicilina y la producción
de �-lactamasas permanecieron en algunas cepas que llevaban la banda plasmídica de > 23 kb,
pero esos fenotipos también fueron perdidos en algunas colonias que tenían la misma banda. La
curación de plásmidos es usada mundialmente para estudiar localizaciones genéticas de marca-
dores moleculares en S. aureus. Se requiere estandarizar las condiciones del protocolo, así como
aplicar técnicas genéticas que permitan reforzar los resultados obtenidos.

Palabras claves: antibióticos, curación, plásmidos, resistencia, Staphylococcus aureus.

Ethidium bromide effect on phenotype and plasmidic
profile of Staphylococcus aureus: preliminary study

Abstract
The antibiotics multiresistance in Staphylococcus aureus has been reported in plasmids,

transmissible information inter and intra bacterial genes turning into a public health problem.
The aim for research was evaluate the effect of the Ethidium bromide (EtBr) on phenotypes and
plasmidic profile of S. aureus. Susceptibility to antibiotics, resistance to methicillin (MRSA),
producing �-lactamases, numbers and sizes of plasmids in the strains were evaluated pre and
post growth with EtBr. Were observed 10 resistance patterns, being PR (84,61%) y OXR (61%)
more frequent. 50% of the isolated turned out to be MRSA and 61,53% producing �-lactamases.
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All strains showed plasmids whose sizes oscillated from 1.1 kb to > 23 kb. Four strains after of
to be exposed to EtBr changed its phenotypes and plasmidic profile. The resistance to Penicillin
and production of �–lactamases remained in some strains that carried the band of > 23 kb, but
these phenotypes also were lost in some colonies that had the same band. The curing plasmid is
used throughout the world to study genetic locations of molecular markers in S. aureus, is re-
quired to standardize the conditions of the protocol, as well as to apply genetic methodologies
that allow to reinforcing the results obtained.

Key words: antibiotics, curing, plasmids, resistance, Staphylococcus aureus.

Introducción

Staphylococcus aureus es uno de los
microorganismos que se aísla con mayor
frecuencia en las infecciones nosocomiales y
comunitarias, presentando patogenicidad
variable y pudiendo causar infecciones des-
de leves hasta con compromiso vital (1). Su
protagonismo ha crecido en los últimos
años debido al mayor aislamiento de cepas
resistentes a meticilina (SARM), lo cual lla-
ma la atención no solo por su resistencia in-
trínseca a penicilinas y cefalosporinas, sino
por su mayor patrón de resistencia a otros
antimicrobianos y por su facilidad de trans-
misión (2), lo que obliga a tomar medidas de
control, más aún cuando se ha reportado,
en junio del 2002, el aislamiento de la pri-
mera cepa con resistencia total a la vanco-
micina (3).

La mayoría de las cepas de S. aureus de
ocurrencia natural contienen uno o más
plásmidos que oscilan generalmente entre 1
y 60 kpb y están vinculados con la resisten-
cia a una gran cantidad de antibióticos (4,
5). En Venezuela, pocos son los reportes que
señalan la ubicación plasmídica de estos de-
terminantes de resistencia a antibióticos en
S. aureus (6-8).

Sobre la base de lo planteado anterior-
mente, el objetivo de esta investigación fue
determinar la ubicación preliminar en plás-
midos de determinantes de resistencia a an-
tibióticos en cepas de Staphylococcus au-
reus, mediante la exposición al bromuro de
etidio (EtBr) como agente intercalante y cau-
sante de la curación.

Materiales y métodos

Se estudiaron 13 cepas de S. aureus,
previamente caracterizadas morfológica-
mente y bioquímicamente, aisladas de dife-
rentes muestras de pacientes que asistieron
a un hospital y dos laboratorios clínicos ubi-
cados en el municipio Maracaibo del estado
Zulia, Venezuela.

Sensibilidad a antibióticos

La actividad in vitro de los antibióticos a
evaluar se determinó según recomendacio-
nes de la OMS mediante el National Comité
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
(9). Los antibióticos utilizados, manufactu-
rados por Difco (Dispens-O-Disc Suceptibi-
lity Test System), fueron los siguientes: peni-
cilina (P) 10 µg, oxacilina (OX) 1 µg, ceftriazo-
ne (CRO) 30 µg, imipenen (IPM) 10 µg, van-
comicina (VA) 30 µg, gentamicina (GM) 10
µg, eritromicina (E) 10 µg, tetraciclina (TE)
30 µg, ciprofloxacina (CIP) 5 µg, cloranfeni-
col (C) 30 µg, clindamicina (CC) 2 µg, rifam-
picina (RA) 5 µg, trimetoprin-sulfametoxasol
(SxT) 1,25 µg/23,75 µg y cefalotina (CR) 30
µg. La cepa utilizada para el control de cali-
dad del antibiograma fue S. aureus ATCC
25923 (9).

Caracterización fenotípica de cepas
de Staphylococcus aureus resistentes
a la meticilina (SARM) y productoras
de �-lactamasas

Se realizó utilizando placas de Agar
Mueller-Hinton suplementadas con 4% de
cloruro de sodio y 6 µg/mL de oxacilina, si-
guiendo las recomendaciones de la NCCLSI
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(9). Para garantizar los resultados de este
análisis fueron utilizados los controles S.
aureus ATCC 25923 (sensible a oxacilina) y
S. aureus 43300 (resistente a oxacilina) (9).
Así mismo, fueron inoculados con 4-5 colo-
nias de las cepas en estudio tubos estériles
con 0,1 mL de una solución de penicilina G
(1 millón de U/mL) a pH 8,5 con indicador
de pH rojo de fenol (0,5%). El cambio del co-
lor violeta de esta solución al amarillo antes
de los 15 minutos post-inoculación indicó la
producción de �-lactamasa (10). Como con-
trol se utilizó la cepa S. aureus ATCC 25923.

(9). Para garantizar los resultados de este
análisis fueron utilizados los controles S.
aureus ATCC 25923 (sensible a oxacilina) y
S. aureus 43300 (resistente a oxacilina) (9).
Así mismo, fueron inoculados con 4-5 colo-
nias de las cepas en estudio tubos estériles
con 0,1 mL de una solución de penicilina G
(1 millón de U/mL) a pH 8,5 con indicador
de pH rojo de fenol (0,5%). El cambio del co-
lor violeta de esta solución al amarillo antes
de los 15 minutos post-inoculación indicó la
producción de �-lactamasa (10). Como con-
trol se utilizó la cepa S. aureus ATCC 25923.

Extracción de plásmidos

Se utilizó el protocolo de lisis alcalina
modificada (11) reportado previamente (12).
La separación y observación se realizó por
electroforesis en gel de agarosa (13). El ta-
maño de los plásmidos se determinó utili-
zando el programa computacional Origin
Lab, Origin Pro 7.5 para Windows, basado
en la migración de las bandas de ADN de la
muestra en estudio, en comparación con las
bandas del marcador de peso molecular
(PM) Lambda Hind III (Promega®), como ha
sido reportado previamente (14).

Eliminación de plásmidos

Para la eliminación de plásmidos se
utilizan agentes intercalados en el ADN,
como el EtBr. Se utilizó el protocolo pro-
puesto por Asheschov (15) y modificado por
Álvarez et ál. (16). Para ello se incubó cada
cepa entre 16 y 18 horas a 44ºC, utilizando
EtBr a una concentración final de 25
µg/mL. Luego de esta incubación, se proce-
dió a realizar nuevamente la extracción de
ADN plasmídico, así como el antibiograma
respectivo y la prueba de producción de �-
lactamasa, con el fin de valorar la pérdida de
los fenotipos estudiados.

Análisis estadístico

Se realizó la determinación del porcen-
taje de cepas resistentes, resistentes inter-
medias y sensibles a los antibióticos proba-

dos, así como cepas SARM y producción de
�-lactamasas.

Resultados y discusión

En relación con los fenotipos de resis-
tencia a antibióticos en las cepas de S. au-
reus estudiadas, se encontró la presencia de
10 patrones diferentes de resistencia (ta-
bla 1), siendo el más frecuente el PROXR, con
un 23,07%. El 84,61% de las cepas resultó
PR, seguido por OXR, con un 61%. La resis-
tencia observada para el resto de los antibió-
ticos fue: 46,15% para la E; 30,76% para la
CIP; 23,07% para la CC y 15,38% para la TE.
Es importante resaltar que en el antibiogra-
ma se obtuvo resistencia intermedia a la VA
en el 15,38% de las cepas. Sin embargo, es
necesaria la realización de otras determina-
ciones microbiológicas como es la CMI a
4 µg/mL de VA (17) para corroborar este fe-
notipo, ya que se conocen pocos aislados de
S. aureus con resistencia intermedia a la VA
en el mundo (18). Los porcentajes de cepas
resistentes a los diferentes antibióticos obte-
nidos durante esta investigación coinciden
con lo reportado por otros autores (19, 20).

En cuanto a la presencia del fenotipo
SARM, se obtuvo que el 61,53% de las cepas
seleccionadas para este estudio fueron OXR
en el antibiograma. Por esta razón se some-
tieron al crecimiento en medio con OX al
6 µg/mL, donde el 50% de las aisladas fue-
ron catalogadas como SARM (cepas 4, 8, 9 y
17). En el caso del fenotipo de producción de
�-lactamasas, el 61,53% de las cepas valora-
das resultaron productoras de esta enzima
(tabla 1).

En la determinación del número y ta-
maño de las bandas plasmídicas en los aisla-
dos de S. aureus, se pudo observar que todas
las cepas presentaron bandas plasmídicas
cuyo número osciló entre 3 y 6. Entre las
bandas plasmídicas obtenidas, se observa-
ron tamaños que oscilaban entre 1,161 kb
hasta valores aproximados que superaban
los 23 kb (el valor estimado de estos últimos
no pudo lograrse, ya que se mostraban como
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bandas que superaban el tamaño máximo
que permitía determinar el marcador de
peso molecular utilizado) (tabla 1, figuras 1,
2 y 3). La aparición de las bandas con tama-
ño > 23 kb pudiera indicar diferentes esta-
dos conformacionales de una misma banda
de ADN. Sin embargo, se reportan, en S. au-
reus, plásmidos con tamaños superiores a
los 23 kb (21-24). Con la finalidad de com-
probar que las bandas de gran tamaño son
realmente plásmidos, se requiere de la apli-
cación de protocolos como la extracción de
plásmidos en gradiente de CsCl y su visuali-
zación en electroforesis de campo pulsado
(25). Los perfiles de bandas obtenidos se en-
cuentran entre los rangos de tamaños re-
portados para S. aureus (6-7, 12, 16, 21-24).

Determinación de la ubicación
de marcadores plasmídicos de
resistencia a antibióticos en S. aureus

La exposición de las cepas a la concen-
tración del EtBr utilizado reveló ser un agen-
te bastante agresivo al solo poder recuperar

el 69,23% del total de las cepas tratadas (ta-
bla 1). De cada una de ellas se seleccionaron
2 colonias, con excepción de la cepa 4, a las
cuales se les confirmaron nuevamente los
fenotipos y carga plasmídicas para determi-
nar la ubicación genética de los determinan-
tes de resistencia involucrados.

Análisis comparativo del fenotipo
de resistencia a antibióticos previo
y posterior al proceso de curación
plasmídica

En las figuras 1, 2 y 3 pueden observar-
se los resultados de la extracción de plásmi-
dos luego de la curación. Al comparar los re-
sultados de las colonias obtenidas después
de la curación con los fenotipos originales,
se observaron cambios en los perfiles de sus-
ceptibilidad a los antibióticos. Solo en las co-
lonias seleccionadas de las cepas PS4, PS11,
PS12 y PS20 (40%) se observaron cambios
en el número de bandas, así como cambios
en el fenotipo posterior a la exposición con el
EtBr (tabla 1).
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Figura 1. Perfil plasmídico de las cepas de Staphylococcus aureus 3 y 4 antes (A, C) y luego (B, D) de ser so-

metidas al tratamiento con EtBr a una concentración final de 25 µg/mL.



Cepa PS4. La cepa original fue
PR-OXR-ER-TER y productora de �-lactam-
asas. Luego de la curación, el fenotipo de re-
sistencia a la TE desapareció (tabla 1). Esta
cepa perdió las dos bandas pequeñas, lo
cual pudiera indicar que alguna de ellas está
involucrada en la resistencia a la TE. Estu-

dios realizados por Sidhu et ál. (2007) seña-
lan que las bandas plasmídicas menores a 5
kb presentes en S. aureus están relaciona-
das con resistencia a tetraciclina, macróli-
dos y cloranfenicol. Sin embargo, la resisten-
cia a la E se mantuvo, pudiéndose señalar
que, o bien este fenotipo se encuentra ubica-
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Figura 2. Perfil plasmídico de las cepas de Staphylococcus aureus 8 y 9/11 y 12 antes (E/G) y luego de ser

sometidas al tratamiento con EtBr a una concentración final de 25 µg/mL (F/H),

respectivamente.

18.1 PM 18.2 20.1 20.2 PM

I

J

18 20 PM

18.1 PM 18.2 20.1 20.2 PM

I

J

18 20 PM

Figura 3. Perfil plasmídico de las cepas de Staphylococcus aureus 18 y 20 antes (I) y luego de ser sometidas

al tratamiento con EtBr a una concentración final de 25 µg/mL (J), respectivamente.



do en el genoma (26), o el daño en el ADN
plasmídico ocasionado por el agente curan-
te provocó la pérdida de la resistencia a la
TE. La cepa mantuvo la banda de 23 kb y la
capacidad de producir �-lactamasas.

Cepa PS11. Esta cepa solo presentó
originalmente resistencia intermedia a la VA
y no fue productora de �-lactamasas. Luego
de someterla a curación se observó sensibi-
lidad a la VA, pudiendo indicar que la cepa
en realidad es susceptible a este antibiótico,
por lo que se recomienda determinar dicho
fenotipo mediante un screening en un medio
con VA a 4 µg (17). Se observó la aparición de
una nueva banda de 8,069 kb aproximada-
mente, lo que hace inferir la observación de
distintas conformaciones de superenrolla-
miento de la banda desaparecida, sin rela-
cionarse con el cambio de fenotipo. Esta in-
formación solo podrá ser develada luego de
la digestión de dichos ADN plasmídicos con
enzimas de restricción. El tratamiento con
EtBr generó un número muy pequeño de co-
lonias, lo que indica que la concentración
utilizada afectó fuertemente a la cepa bacte-
riana.

Cepa PS12. La cepa original presentó
PR-OXR, además de producir �-lactamasas.
Tras la curación, la resistencia a la P y la
producción de �-lactamasas se mantuvo,
haciéndose sensible a la oxacilina. Las colo-
nias curadas perdieron las bandas de apro-
ximadamente 7 kb y 4,6 kb, permaneciendo
la banda de 23 kb y la de 1,428 kb. En vista
de que la resistencia a la OX está codificada
en el cromosoma bacteriano, la pérdida de
las bandas de 7 kb y 4,6 kb no está relacio-
nada con la desaparición del fenotipo de re-
sistencia a la OX, sino más bien a un pro-
ducto del daño en el ADN cromosomal por la
exposición al agente intercalante.

Cepa PS20. Esta cepa inicialmente
presentó un fenotipo PR, EI y CIPI. Luego de la
curación, el 100% de las colonias fueron
sensibles a los antibióticos probados, per-
diendo los dos plásmidos pequeños. En el
caso de las colonias seleccionadas luego de

la curación de la cepa PS20, se puede men-
cionar que el EtBr pudiera haber afectado
también el funcionamiento del plásmido de
23 kb (que permaneció en la colonia 20.2), ya
que se perdieron las resistencias a antibióti-
cos así como la producción de �-lactamasas.
La pérdida de la resistencia a la E pudiera
deberse a la pérdida de una de las bandas
más pequeñas, cuyos tamaños han sido re-
portados como transportadores de este feno-
tipo de resistencia (4). Sin embargo, en el
caso de la resistencia a la CIP, se ha demos-
trado que se encuentra ubicada en el cromo-
soma bacteriano, por lo que su pérdida pu-
diera implicar daño en este cromosoma, de-
bido a lo agresivo de la curación con EtBr.

La permanencia de la resistencia a la P
y la producción de �-lactamasas en el
66,66% de las colonias curadas pudiera ex-
plicarse por la persistencia de la banda de
aproximadamente 23 kb. Este resultado
coincide con los resultados preliminares ob-
tenidos en nuestro entorno (16) y con los re-
portados en otros países (4, 21, 24), que se-
ñalan que los plásmidos de Clase II que osci-
lan entre 15 y 46 kb y que existen en bajo nú-
mero de copias son determinantes en dife-
rentes combinaciones que codifican �-lact-
amasas.

Conclusiones

Los resultados obtenidos permiten
concluir que el proceso de curación solo fue
parcialmente útil, ya que la pérdida de las
bandas no es controlada absolutamente en
cada experimento, perdiéndose varias ban-
das a la vez sin posibilidad de estudiarlas a
cada una por separado. La exposición al
EtBr ocasionó daños que generan la apari-
ción de nuevos fenotipos que dificultan el
análisis posterior. Por tal razón, el proceso
de curación utilizado para estudiar los feno-
tipos de resistencia a antibióticos codifica-
dos en plásmidos en aislados de S. aureus no
se recomienda, a menos que se sometan las
cepas a otros análisis genéticos molecula-
res, como son la conjugación bacteriana (23)
y la digestión de las bandas de ADN con enzi-
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mas de restricción (4), entre otros. Igual-
mente se puede concluir que las multiresis-
tentes a los antibióticos están presentes en
nuestro entorno, así como las cepas SARM.
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