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Resumen. Recientemente se ha generado un incremento en la inciden
cia de infecciones causadas por Staphylococcus aureus multirresisten
tes. Esta resistencia se genera como una respuesta genética a la presión 
selectiva impuesta por la terapia antimicrobiana, y puede estar codifi
cada a nivel cromosómico o plasmídico. El objetivo de este trabajo 
consistió en determinar la ubicación de los determinantes de resisten
cia a antibióticos y metales pesados en cepas de S. aureus multirresis
tentes. Se estudiaron 3 muestras de distintas fuentes. El protocolo uti
lizado para la extracción fue el de la lisis alcalina modificada, los re
sultados muestran la presencia de plásmidos en todas las cepas estu
diadas. La eliminación de plásmidos con bromuro de etidio, permitió 
inferir la ubicación genética de los determinantes de resistencia, tal 
que, para la cepa MA 7, no pudo establecerse una relación directa entre 
los plásmidos eliminados y la resistencia observada, sugiriendo que la 
resistencia puede estar codificada en un plásmido común, distribuida 
entre los plásmidos que no fueron curados o codificados cromosómi
camente. El fenotipo de resistencia para la MAl varió en un 100% de 
las colonias curadas, en relación con la resistencia a Ampicilina, Cefa
lotina y Tetraciclina, sugiriendo codificación plasmídica. Para la 
MA8, se observó la pérdida de la resistencia a Kanamicina y a Tetraci
clina y la pérdida parcial de la resistencia a Estreptomicina. En todos 
los casos, se observa una reversión de la resistencia a Cadmio en los 
derivados curados, y el fenotipo de resistencia a Mercurio de los deri
vados curados es visiblemente diferente al de la cepa sin curar. Recibi
do: 17 Abril 2001 , aceptado: 01 Febrero 2002. 

Palabras clave: 	 Curación, plásmidos, resistencia Staphylococcus 
aureus. 
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ANAL YSIS OF PLASMIDIC PROFILES OF STRAINS 

OF Staphylococcus aureus MULTI-RESISTANT TO 


ANTIBIOTICS AND HEA VY METALS 


Abstract. Recently an increment has been generated in the incidence 
of infections caused by Staphy/ococcus aureus multirresistant. Thís 
resistance is generated as a genetic answer to the selective pressure 
imposed by the antimicrobian therapy, and can be coded cromo
somally or in one of several plasmas. The objective of this work con
sisted ofdetermining the location ofthe resistance determinant to anti
biotics and heavy metals in multi-resístant S. aureus strains. Three 
samples from different sources were studied. The protocol used forthe 
extraction was that of modified alkaline lysis, The results showed 
plasmatic presence in all the studíed strains. The plasmatic eliminatíon 
with etidium bromide, permitted inference of the genetíc location of 
the resistance determinant, such that, for the strain MA7, a direct re\a
tionship could not be shown between the plasmatic eliminate and the 
observed resistance, suggesting that the resistance could be coded in a 
common plasmatic distributed among plasmas that were not cured, or 
it could be coded chromosomally. The phenotype resistance for MA 1 
varied in 100% ofthe cured colonies, in connection with the resistance 
to Ampicillin, Cefalotin and Tetracyclin, suggesting plasmatic codeo 
For the strain MA8 a 10s8 ofresistance to Kanamycin and Tetracyclin 
and a partialloss ofthe resistance to streptomycin was observed. In all 
thc cases, a reversion was observed from the resistance to Cadmium in 
those derived cured, and the phenotype to Mercury resistance ofthose 
derived cured were visibly different to that of the strains without cur
ing. Received: 17 April 2001, accepted: 01 February 2002. 

Key words: Curing, plasmas, resistance, Staphylococcus aureus. 

INTRODUCCiÓN 

En la batalla entre el hombre y los microorganismos, en algún 
momento la ventaja fue, claramente, para el hombre, sin embargo, 
los microorganismos han contraatacado y existen ahora en el tercer 
milenio algunos microorganismos para los cuales ninguna droga 
simple es efectiva (Oullette y Kunding ] 997). Igualmente muchos 
autores han reportado la correlación entre la resistencia a antibióti
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cos y a metales pesados, tanto en aislados clínicos como ambientales 
(Lyon y Skurray 1987). 

Durante los últimos años, se ha generado un incremento dramá
tico en la incidencia de infecciones asociadas a los hospitales causa
das por cepas de Staphylococcus aureus resistentes a múltiples anti
bióticos, lo cual ilustra la habilidad de las poblaciones microbianas 
de adaptarse o generar cambios que le pennitan sobrevivir en este 
ambiente (Udo y Grubb 1990). 

Esta resistencia tanto a antibióticos como a metales pesados 
puede estar codificada cromosómicamente o en uno o varios plásmi
dos (Berg et al. 1998). 

De esta manera, la idea de que la resistencia a antibióticos sea 
un problema local ha sido desacreditada. La prevalencia de patóge
nos resistentes puede diferir de un lugar a otro, donde son observadas 
erupciones de situaciones endémicas de intensidad o gravedad espe
cial (Pérez y Zigorraga 1995). 

De esta situación deriva la importancia de detenninar patrones 
de resistencia típicos de "cada país, cada lugar y cada hospital", con 
el fin de tener una idea clara de las alternativas que deben emplearse 
para una terapia efectiva, para lo cual es esencial conocer la naturale
za de los detenninantes genéticos que codifican para esta resistencia, 
su mecanismo de acción y el mecanismo de diseminación de estos 
detenninantes en la población microbiana (Cubillán 1999). 

El objetivo de este trabajo consistió en detenninar la posible 
ubicación de los detenninantes de resistencia a antibióticos y meta
les pesados en cepas de Staphylococcus aureus. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

CEPAS BACTERIANAS 

Se estudiaron 3 muestras provenientes de 2 laboratorios clíni
cos y fuentes distintas de la ciudad de Maracaibo, cuyo perfil de re
sistencia y plasmídico se muestran en la Tabla 1. Las muestras en es
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TABLA l. Perfil Plasmídico y de Resistencia a Antibióticos de ce
pas de Staphylococcus aureus. 

~~~~~~~~~~~~~~=~~~~~~==~~=..._

Cepa N° de Tamaño de plásmidos Perfil de Resistencia 
__-Plástp.idº~ .lKhl 

MC7 5 29,4; 14,24; 4,86; 3,29; Pe, Amp, Cro, Km, Te 
2,69 

MC1 4 37,59; 30,37; 23,18; Pe, Amp; Ox, Ctr, Cro, 
16,30 E, Stx, Te 

MCS 4 22,6; 4,92; 2,91; 2,J Pe, AmIl, Km, S, E, Te 

tudio fueron la MAl, aislada del Hospital Universitario de Maracai
bo y las muestras MA 7 Y MA8 aisladas del Laboratorio Clínico San
ta Teresita. 

MEDIOS UTILIZADOS 

Caldo nutriente modificado (CNM) y agarnutriente modificado 
(ANM) (Suárez et al. 1999). 

ELIMINACiÓN DE PLÁSMIDOS 

La eliminación de plásmidos fue realizada en CNM (Suárez et 
al.) con diferentes concentraciones de bromuro de etidio (Brth), en
tre 50 y 15 mg/JlL e incubado a 44°C por 20 horas (Álvarez 2000). 
Posteriormente se sembró una alícuota de esta suspensión en placas 
de ANM y las colonias viables fueron re cultivadas. 

EXTRACCiÓN DE PLÁSMIDOS CRíPTICOS 

Para el aislamiento de ADN se utilizó el protocolo de Lisis Al
calina Modificada. La metodología empleada fue la siguiente: Culti
vos de 24 horas en placas de ANM fueron cosechados y transferidos 
a un tubo eppendorf para centrifugación, el pellet obtenido se resus
pendió en 500 JlL de buffer TES (0,05 M TrisHCI; 0,005 M EDT A; 
0,03 M NaCl) y fue nuevamente centrifugado, el pellet obtenido se 
resuspendió en 50 JlL de lisostafina (0,5 mg/mL en TE -glucosa: 
TrisHCI O,OIM; EDTA O,OOlM; glucosa 0,5M) y se le agregó 
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450 ~L de buffer TE-glucosa al tubo, el cual fue incubado a 37°C por 
1 hora. Una vez incubado se agregó 75 ~L de buffer de lisis (SDS 
10%; TrisHCl 0,05M; EDT A 0,01 M -pH 8-) Y mezclado suavemen
te por inversión, posteriormente se incubó 10 minutos a temperatura 
ambient~ y se adicionó 400 ~L de acetato de potasio 5M fue nueva
mente incubado en hielo por 30 minutos y centrifugado a 4°C por 20 
mino El sobrenadante obtenido fue transferido a un tubo nuevo y la
vado con 600 ~L de CPI (Cloroformo-fenol-alcohol isoamílico; 
25:24:1) se centrifugó por 10 minutos y la fase acuosa se combinó 
con etanol absoluto incubándose toda la noche a -20°C. Posterior a 
la incubación fue centrifugado 10 minutos y lavado con etanol 70%, 
centrifugado nuevamente y secado. La resuspensión del pellet se rea
lizó en buffer TE (TrisHCI, O,OOlM; EDTA, O,OOIM). 

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

La separación y observación de los plásmidos se realizó en una 
cámara de electroforesis horizontal sumergida a un voltaje de 50 y 
durante 7 -8 horas, en un gel de agarosa al 0,7% con 3 ~L de EtBr (10 
mg/mL) para una concentración final de 0,5 ~glmL. El DNA fue vi
sualizado en un transiluminador UVP, Chomato-Vue (Ausubel el al. 
1997). El tamaño de los plásmidos se determinó utilizando el progra
ma computacional ORIGIN versión 5.0 para Windows, basado en 
las diferencias migratorias de las bandas de ADN obtenidas de las 
muestras y las bandas del marcador de PM en este caso A. digerido 
con Hind ¡JI estándar (Alvarez comunico personal). 

RESULTADOS y DISCUSiÓN 

ANÁLISIS GENÉTICO (PERFIL PLASMíDICO) DE LA MUESTRA MA7 
DE S. Aureus 

La aplicación del protocolo de eliminación de plásmidos tuvo 
como objetivo principal determinar la existencia de alguna relación 
entre los plásmidos presentes en las muestra seleccionadas y su capa
cidad de conferir resistencia a antibióticos y a metales pesados. 
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Una vez obtenidas las colonias curadas en la mayor concentra
ción (22,5 IlglmL) se realizó la extracción de plásmidos a 6 de las co
lonias. El resultado de esta extracción muestra que en las colonias L, 
N y U las bandas de 4,86 y 3,69 Kb. no son visibles, además se pudo 
observar ADN degradado (Figura 1). 

Los resultados obtenidos del antibiograma se observan en la 
Tabla 2. El fenotipo de resistencia a antibióticos de las colonias L, N 
Y U no varió, de lo cual se infiere que los plásmidos perdidos no están 
relacionados con la resistencia a la Penicilina, Ampicilina, Tetraci
clina, Kanamicina o Ceftriazone. En este caso la resistencia puede 
estar codificada en el plásmido común de 29,4 Kb, distribuida entre 
los tres plásmidos que no fueron curados o a nivel cromosómico. En 

23.130 
9AJó 
ó.557 
4.361 

2.3~2 
2.027 

FIGURA 1. Extracción de ADN plasmidico de las colonias J,L,M,N,U y 
cowan de la muestra MA7. 
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relación a los metales, la muestra MA7 original es susceptible a 
500; 250 Y 100 llg/mL de Cadmio, sin embargo las colonias cura
das fueron resistentes hasta 250 Ilg/mL de este ion, este resultado 
puede deberse a una mutación, producto de la exposición a bromu
ro de etidio. El patrón de resistencia a mercurio de las colonias cu
radas es distinta a la cepa MA7 sin curar, la cual es resistente a to
das las concentraciones probadas de este ión; sin embargo, se ob
servó que las colonias curadas fueron susceptible a 500, 250 Y 100 
Ilg/mL de mercurio (las colonias L y N fueron resistentes a 100, 50 
Y 10 llg/mL de mercurio, mientras que la colonia U mostró sensibi
1idad a 100 llg/mL siendo resistente a 50 y 10 j..lg/mL de Mercurio) 
lo cual permite inferir que la pérdida del plásmido de 4,86 Kb o el 
de 3,69 KB, está relacionada con la resistencia a altas concentracio
nes de este metal (Tabla 2). 

ANÁLISIS GENÉTICO (PERFIL PLASMIDICO) DE LA MUESTRA MA1 
DE S. aureus 

Para la cepa MAl, el número de colonias considerado óptimo 
para realizar la extracción se observó al someter a las células bacte
rianas a una concentración de 22,5 j..lg/mL de Brth. La extracción de 
ADN plasmídico se realizó a 6 colonias bacterianas y el resultado se 
muestra en la Figura 2. 

TABLA 2. 	 Tabla comparativa del fenotipo de resistencia a antibióti
cos y a metales pesados de los derivados a 22,5 Ilg/mL de 
Brth y la muestra MA7 sin curar. 

-- . -.. _ .._. 

Antibióticos Cadmio Mercurio 
-----~--~~~~~~~~~~~ 

Mues.J)_e_~I11P}(~ Te Cro 500 250 100 50 10 5-ºº~1fLlºQ 50 10 

MA 7 R R R R R S S S R R R R R R R 
sin 
curar 

Col. L R R R R R S R R R R S S R R R 

Col. N R R R R R S R R R R S S R R R 

Col. U R R R R R S S R R R S S S R R 
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Control DI El FI GI HI CI le 

23,130 
9,416 
6,557 

FIGURA 2. 	 Extracción de ADN plasmídico de colonias curadas de la 
muestra MA1. 

En la Figura 2 se observa la pérdida o eliminación de 3 de los 
plásmidos presentes en la cepa original sin curar, permaneciendo 
sólo el plásmido de 23,180 Kb. 

El resultado del antibiograma se muestra en la Tabla 3 donde se 
observa que el fenotipo de resistencia a antibióticos varió en un 
100% de las colonias curadas en relación con la resistencia a ampici
lina, cefalotina y tetraciclina, de lo cual puede inferirse que están co
dificadas en alguno de los tres plámidos perdidos, sin embargo este 
estudio no permitió determinar en cuál de estos plásmidos se encuen
tra codificada cada uno de estos determinantes de resistencia. Tam
bién se observó una pérdida parcial de la resistencia a estreptomicina 
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y eritromicina, lo cual puede ser producto de dafios ocasionados en 
los determinantes que codifican para estas resistencias. Se observó 
la pérdida de la resistencia a Stx en dos de las colonias sometidas al 
proceso. En cuanto a la resistencia a metales, el fenotipo de resis
tencia de la cepa MA 1 no varió al someter a los derivados curados a 
exposición con bromuro de etidio en relación con el Mercurio, lo 
cual indica que los plásmidos que fueron eliminados no tienen rela
ción con esta resistencia. En cuanto al Cadmio, al igual que en el 
caso anterior (MA 7) se observa una reversión de la resistencia sien
do esta cepa originalmente suceptible a 500 Jlg/mL de Cadmio y 
sus derivados curados resistentes (Tabla 3). Dado que no se obser
va variación fenotípica relacionada con la resistencia a Mercurio 
puede inferirse que los plásmidos presentes en esta cepa no están 
relacionados con la resistencia a este ion, y que además puede pre
sentar copia a nivel de genoma que codifique la resistencia a bajas 
concentraciones del metal. 

ANÁLISIS GENÉTICO (PERFIL PLASMíDICO) DE LA MUESTRA MA8 
DE S. aureus 

Para la muestra MA8, se utilizó una concentración de Brth de 
25 Jlgl mL de Brth, dato que permite inferir una mayor resistencia al 
bromuro de etidio en esta cepa. 

La extracción de ADN plasmídico se realizó a 7 colonias, bajo 
las mismas condiciones descritas anteriormente, y los resultados se 
observan en la Figura 3. 

La Tabla 4 muestra el perfil de resistencia a antibióticos de las 
colonias curadas que es al de cepa original, se observa la pérdida de 
la resistencia a la Kanamicina y a la Tetraciclina en todas las colonias 
y la pérdida parcial, al igual que en el caso anterior, de la resistencia a 
Estreptomicina. 

También se observa una reversión de la resistencia a cadmio 
en los derivados curados, hecho que se evidencia en todos los ensa
yos y lo cual confirma que los plásmidos perdidos no tienen que ver 
con la resistencia al Cadmio. El fenotipo de resistencia a Mercurio 
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A8 B8 e8 D8 F8 G8 H8 A 

23.130 
9,416 
6,557 
4,361 

2,322 
2,027 

FIGURA 3. 	 Extracción de ADN plasmídico de colonias curadas de la 
muestra MA8. 

de los derivados curados es visiblemente diferente al de la cepa sin 
curar mostrando susceptibilidad en todas las concentraciones del 
metal (Tabla 4). 

CONCLUSIONES 

Si bien no se realizó un muestreo intensivo y extensivo, los re
sultados de esta investigación son importantes, por lo que ello signi
fica en el momento de atacar un proceso infeccioso inducido por ce
pas de S. aureus. La correlación entre la resistencia a antibióticos y 
metales pesados ya ha sido estudiada a nivel mundial; sin embargo la 
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diversidad que las cepas del género Staphylococcus presenta a nivel 
de especie y variedad y las reversiones y cambios que ocurren a nivel 
plasmídico, convierten estos resultados en aportes importantes para 
el control de patologías infecciosas, incrementando la acertividad al 
momento de seleccionar los tratamientos. 

Para la cepa MA7, no pudo establecerse una relación directa en
tre la presencia de los plásmidos de 4,86 y 3,29 Kb Y la resistencia a 
penicílína, ampicilina, Kanamicina, Tetraciclina y Ceftriazone. Tal 
que la resistencia puede estar codificada en el plásmido común de 
29,4 Kb, distribuida entre los tres plásmidos que no fueron curados o 
a nivel cromosómico. 

Relacionando los resultados de los antibiogramas de las cepas 
MA l Y MA8 con respecto a sus perfiles plasmídicos, se pudo inferir 
que la resistencia a tetraciclina, puede estar codificada en elementos 
móviles. Este resultado sugiere que los genes que codifican para la 
ampicilina y la cefalotina estén ubicados en alguno de los otros tres 
plásmidos que se pierden al curar la cepa MAl, es decir, en el de 
37,59 Kb, 30,37 kb o 16,30 Kb. Y la resistencia a Kanamicina debe 
estar codificada en alguno de los otros plásmidos presentes en la 
cepa MA8 que no se observa en la cepa MA l. 

En todos los casos se observa una reversión de la resistencia a 
cadmio en los derivados curados, lo cual puede deberse a un cambio 
o mutación con el fin de garantizar la supervivencia de la bacteria al 
ser sometida al bromuro de etidio, y por ende no estar relacionado 
con las determinantes plasmídico, puede atribuírsele a los plásmidos 
eliminados tanto en la cepa MA 1 como en la MA7 la codificación de 
la resistencia a mercurio y dado que en ambos se pierden un plásmi
do de tamaño similar (4,86 y 4,92 respectivamente) podría inferirse 
que la ubicación genética de los determinantes de resistencia para 
este metal se encuentran en plásmidos de este tamaño. Es probable 
que la resistencia a altas concentraciones de Mercurio esté codifica
da en plásmidos, sin embargo, debe suponerse la existencia de copias 
a nivel cromosómico de determinantes de resistencia bajas concen
traciones del metal. 
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Este protocolo de eliminación de plásmidos no permite deter
minar la ubicación exacta de los determinantes de resistencia en los 
plásmidos ya al perderse 2 o más plásmidos a la vez no se sabe a 
ciencia cierta donde se encuentran estos determinantes. 

La relevancia de esta investigación es consecuente con la im
portancia que reviste el uso de terapias con antibióticos sin conocer 
la sensibilidad del organismo que se pretende atacar, ocasionando las 
conocidas consecuencias en la flora normal y en los microorganis
mos causantes de la patología. Los resultados de este trabajo ofrecen 
un aporte al área de salud, especialmente por tratarse de cepas bacte
rianas relacionadas con infecciones de alta frecuencia. 
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