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Resumen. Se caracterizo la susceptibilidad a antibidticos, a metales
pesados, y el perfil plasmidico en cepas de Escherichia coli aisladas
de clinicas en Maracaibo, Venezuela. Para evauar la sensibilidad a
antibidticos, se utilizé el método de difusion en discos, sedetermind la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de metal pesado, mientras
guelalisisalcalina, se empled paradeterminar €l nimero y tamarfio de
las bandas plasmidicas presentes. Las cepas resultaron multiresisten-
tes alas drogas, mostrando resistencia a cinco 0 més antibiéticos. Se
obtuvo una CMI maxima de 9.000ng/mL para €l Cadmio, mientras
gue e 75% de las muestras presentaron una CMI maxima de 250
no/mL deMercurio. Seobservé en el 75% de las cepas ensayadas, en-
tre 1y 4 bandas plasmidicas de tamafios variables (3,1 kb — 30,4 kb).
El andlisis de agrupamiento permitié visualizar dos grupos principa-
les, sugiriendo la posible dispersion de cepas con multiresistenciaen
lazonaNorte dela ciudad de Maracaibo, |as cual es podrian participar
en latransferenciay diseminacion de determinantes de resistencia.
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SUSCEPTIBILITY TO ANTIBIOTICS AND HEAVY
METALS AND THE PLASMIDIC PROFILE
OF Escherichia coli

Abstract. We determined susceptibility to antibiotics and heavy met-
als, and the plasmidic profile in strains of Escherichia coli isolated
from clinicsin Maracaibo, Venezuela. The disk diffusion method was
used to evaluate sensibility to antibiotics. The minimal inhibitory con-
centration (MIC) of heavy metal was determined, aswell as the num-
ber and size of plasmid bands (by akaline lysis protocol). All strains
were multiresistant to the drugs, exhibiting resistance to five or more
antibiotics. A maximum MIC of 9,000 ng/mL was obtained for Cad-
mium, whereas 75% of the samples presented amaximum MIC of 250
ng/mL for Mercury. In 75% of the strains, we observed from one to
four plasmid bandswith variablesizes (3,1 kb-30,4 kb). Cluster analy-
sisshowed two principal groups, suggesting the possible dispersion of
multiresistant strains in the northern zone of Maracaibo city. These
multiresistant strains may be starting points for the transfer and dis-
semination of decisive resistance.

Key words:  Antibiotics, Cadmium, Escherichia coli, heavy metals,
Mercury, plasmids, resistance.

INTRODUCCION

El uso indiscriminado de antibi 6ticos g erce unafuerte presion
selectiva que contribuye a la aparicion de microorgani Smos con re-
sistenciaamultiples drogas (Hamilton Miller 2004). Numerosostra-
bajos mencionan el aislamiento de cepas de Escherichia coli con re-
sistenciaincrementadaalacombinacion de varios antibi6ticos, sien-
do muchas de €llas de origen clinico (Nascimento et al. 1999), lo
cual dificultalaeleccion delaterapiaantimicrobiana. Se han descri-
to determinantes de resistencia codificados en plasmidos conjugati-
vos. Estos plasmidos de resistencia al farmaco codifican también
cierta capacidad de las bacterias a tolerar elevados niveles de iones
como & Mercurioy el Cadmio. Este fendbmeno se ha descrito en E.
coli proveniente de muestras clinicas, ambientales eincluso, alimen-
tarias (Nascimento et al. 1999, Cardonhaet al. 2004). El Cadmio se
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utilizafrecuentemente en la preparaci 6n de alimentos paraanimal es.
El Mercurio es un componente frecuente de muchos antisépticos y
desinfectantes. Lapresencia de bacterias resi stentes a metal es perte-
necientes a la microflora normal, ha sido reportada recientemente
(Edlund et al. 1996).

El conocimiento de los patrones de resistencia son esenciales
para establecer estrategias de tratamiento y control efectivas, tanto
en areas de la salud, como ambientales (Ouellette y Kunding 1997).
Dadalaimportanciay actualidad del tema paralasalud de lapobla-
cién, esta investigacion aporta informacion sobre la susceptibilidad
de Escherichia coli, aantibioticos y metal es pesados en aislados cli-
nicosy la caracterizacion de su perfil plasmidico.

MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS

Se procesaron 25 muestras fecal es provenientes de dos labora-
torios clinicos privados en Maracaibo, Venezuela. Estas se recolec-
taron en recipientes especiales y se anexaron datos referentes a su
aparienciavisual como color y textura, asi como también el nombre
del laboratorio, procedencia, laedad y el sexo del donante. Se sem-
braron alicuotas de diluciones de las muestras (1:10) en solucion sa
linaal 0,85% Yy seaislaron, por agotamiento, en mediosde cultivo es-
pecificos para enterobacterias (Agar Eosina Azul de Metileno
(EAM) y agar Mc Conkey. Posteriormente se utilizaron pruebas bio-
guimicas presuntivas y confirmativas para su identificacion, con la
finalidad de obtener cepas puras de Escherichia coli de origen clini-
co (Harrigan y Cance 1996).

SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

Lasusceptibilidad, delas cepasaidadas, se determino por e méto-
do dedifusion en agar con disco propuesto por Bauer et al. (1966), utili-
zando agar Mueller Hinton. Los antibidticos utilizados, manufactura-
dos por Difco (Dispens-O-Disc Suceptibility Test System) (Tabla 1),
son representativos de | os distintos grupos de antimi crobianos clasifica-
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TABLA 1. Antibidticos seleccionados para el estudio de susceptibi-
lidad en Escherichia cali.

Nombre Concentracion Nombre Concentracion
(g/mL) (Hg/mL)

Acido Nalidixico 30 Estreptomicina 10
Ampicilina 10 Imipenem 10
Ampicilina Sulbactam 20 Kanamicina 30
Aztreonam 30 Lomefloxacina 10
Carbenicillina 100 Nitrofurantoina 300
Cefalotina 30 Norfloxacina 10
Cefazolina 30 Penicilina 10
Cefoperazona 75 Piperacilina 100
Cefuroxima 30 Rifampicina 5

Ceftriazone 30 Tetraciclina 30
Ciprofloxacina 5 Tobramicina 10
Eritromicina 15 Trimetoprin 5

Manufacturados por Disco (Dispens-O-Disc Susceptibility Test Systems).

dos seguin su blanco de accidn. Algunos, de estos agentes, no son espe-
cificos parad tratamiento de E. coli pero evidencian la capacidad que
tiene este organismo como reservorio de genes de resstencia.

SUSCEPTIBILIDAD A METALES PESADOS

Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) para
los metales pesados, Mercurio y Cadmio (CdCl, y HgCl»), en cada
una de las cepas estudiadas utilizando placas que contenian agar
Mueller Hinton y discos impregnados del metal, seguin lo propuesto
por Fredrickson et al. (1988).

Losfiltrosestandar (7 mm) se prepararon aplicando 25 . dela
solucién con unaconcentracion especificadel metal y secadosal aire
posteriormente. Las concentraciones estandar de |os metales fueron:
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10, 50, 100, 250y 500 ng/mL por disco, y la maxima concentracion
utilizada para el Cadmio fue de 10.000 ng/mL.

Las placas se incubaron a 37°C por un lapso de 24 a 48 horas,
procediendo luego alamedicién delos didmetros delas zonas dein-
hibicion. LaCMI se determiné como lacantidad de metal minimare-
gueridapara producir unazonade inhibicion de 10 mm segunlo cal-
culado apartir delaecuacién deregresién propuesta por Fredrickson
et al. (1988).

EXTRACCION DE LOS PLASMIDOS CRIPTICOS

Se utiliz6 el protocolo propuesto por Kadoy Liu (1981), parala
determinacion del nimero y el tamario de las bandas plasmidicas
presentes en |las cepas bacterianas. La separacion y observacion de
los plésmidos se realizd segun lo propuesto por Ausubel et al.
(1997), en una camara de electroforesis horizontal sumergida, a 50
voltiosy durante 7 a8 horas, en gelesde agarosaal 0,8% con Bromu-

ro de Etidio (0,5 ng/mL).

El ADN se visuaizé en un transiluminador UVP, Choma-
to-Vue, y el tamafio delos pldsmidos se determind atravésde un pro-
grama computacional ORIGIN version 5,0 para Windows, basado
enlamigracion de las bandas de ADN delamuestraen comparacion
con las bandas del marcador de PM (Lambda digerido con Hindl1);
relacionando de esta manera el peso molecular con lamovilidad de
cadabandaen el gel (Ausubel et al. 1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se aidaron e identificaron, morfolégicay bioquimicamente, 8
cepas de Escherichia coli. Las cepas EN3y EN11 se obtuvieron de
muestras provenientes de un Laboratorio Clinico privado 1, mientras
gue las cepas EN5, EN7, EN11, EN13, EN14 y EN17 se extrajeron
de muestras fecales de un Laboratorio Clinico privado 2, de Mara
caibo, estado Zulia.
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SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS

El 100% de las cepas presentaron multiresistenciaa’ o méas de
los antibioticos ensayados (Tabla 2). Todas las cepas fueron resis-
tentes alos medicamentos Eritromicinay Penicilina (Tabla 3), anti-
bi 6ti cos de excesivo consumo dentro de la poblacién mundial consi-
derados|os mas antiguos dentro delos macrélidosy los b lactamicos
respectivamente (Bywater et al. 2004).

Los valores relativamente atos de resistencia a la Rifampicina
(87,5%), Egtreptomicina (75%), ala Tetraciclina (62,5%) y Cefaotina
(62,5%) son comparables alos reportados por otros autores (Atencio et
al. 2003, Sato et al. 2005). Sin embargo, € valor correspondiente ala
Ampicilinaesmenor quelos reportados por Pinedaet al. (2002) (59%y
69%). Por otra parte, latotalidad de las muestras presentd susceptibili-
dad (0% de resistencia) a 11 antibidticos utilizados cominmente en €
control de infecciones producidas por E. coli (Tabla3). Lasusceptibili-
dad a la combinacion Ampicilina/Sulbactam, a Aztreonam, Piperaci-
clina, Trimetoprim y Tobramicina, no coinciden con las observaciones

TABLA 2. Patron de resistencia a los antibioticos en las cepas de
Escherichia coli.

Cepa Antibidticosaloscuaes Cepa Antibidticosaloscuaes

fue resistente fue resistente
EN5  Amp, Cmx, E, Pc, Rf EN14 Cr, Cmx, Cro, E, Sm, Pc,
Rf
EN13 E, Sm, Km, Pc, Rf EN7  Amp, Cb, Cr, Cmx, E,
Sm, Rf, Tet, Pc
EN9 Cb, Cr,Cmx, E, Pc, Te EN17 Cr, Cmx, Cro, E, Sm,
Km, Pc, Rf, Te

EN11 Cmx, E, Sm, Pc, Rf, Te EN3  Amp, Cr, Cz, Cmx, E,
Sm, Pc, Rf, Te, Tmp
Amp: Ampicilina Cmx: Cefuroxima.  E: Eritromicina. ~ Pc: Penicilina.
Rf: Rifampicina. Sm: Estreptomicina.  Km: Kanamicina. Ch: Carbenicilina.
Cr: Cefalotina. Cro: Ceftriazone.  Te Tetraciclina  Cz: Cefazolina
Tmp: Trimetoprin.
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TABLA 3. Comportamiento general delas cepasde Escherichia coli
frente alos antibi6ticos ensayados.

Antibidticos Ne° total Porcentgje de
de cepas resistencia
resistentes (%)?
Eritromicina/Penicilina 8 100,0
Rifampicina/Cefuroxima 7 87,5
Estreptomicina 6 75,0
Cefalotina/ Tetraciclina 5 62,5
Ampicilina 3 37,5
Carbenicilina/ Kanamicina/ Ceftriazone 2 25,0
Timetoprin/ Cefazolina 1 12,5
Ampicilina Sulbactam/ Pipercilina/ 0 0

I mipenem/ Aztreonam/ Cefoperazona/
Tobramicina/ Ac. Nalidixico/
Ciprofloxacina/ Lomefloxacina/
Norfloxacina/ Nitrofurantoina

a: en funcion del nimero total de cepas.

de otros autores (Koeck et al. 1996); sn embargo, lasensibilidad de E.
coli alaCefoperazonay alaNitrofurantoina hasido reportadapor Pine-
daet al. (2002) y Sannes et al. (2004).

SUSCEPTIBILIDAD A METALES PESADOS

Laexposicion bacterianaa Cadmio arrojo los siguientes resul -
tados. e 50% mostré una CMI de 6.000 pg/mL, & 25% de
7.000 pg/mL mientras que €l restante 25% se dividio en, un 12,5%
gue mostré unaCMI de 9.000 pg/mL y un 12,5% de 750 pg/mL. Este
resultado coincide con o reportado por Lopez et al. (1997). Sin em-
bargo, se observé quela CMI paralas muestras estudiadas es mucho
mas alta que lareportada por Bhattacharyyaet al. (1989) para cepas
sensibles (entre 0,8 y 5 ng/mL).
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La resistencia al Mercurio fue variable entre las cepas. EN5
presentd unaCMI méximade 500 ng/mL, lamasalta probada, mien-
trasque EN3, EN9, EN13, EN14y EN17 (75%) alcanzaron unaCM|
de 250 ng/mL. Por su parte, EN7y EN9 fueron resistentesauna CMI
de 50 y 100 nmg/mL respectivamente (Cardonha et al. 2004).

Estosvalores podrian ser unaconsecuenciadelaexposicion re-
lativamente altade lapobl acién zulianaa estos metal es, ocasionando
la diseminacion de cepas bacterianas resistentes al Mercurio. Esim-
portante estudiar los patrones de resistencia a metales pesados ya
gue la mayoria de los antisépticos y desinfectantes de uso clinico
contienen agentes organomercuriaes. El potencial incremento dela
tolerancia del microorganismo a estos antisépticos y desinfectantes,
podria conducir a una desinfeccion inadecuada de los ambientes in-
trahospitalarios (Alvarez et al. 2001).

EXTRACCION Y DETERMINACION DEL PERFIL PLASMIDICO

EnlaTabladylaFigural se muestrael perfil plasmidico delas
bacterias estudiadas, determinandose en 6 de éstas la presencia de
bandas plasmidicas (EN3, EN7, EN11, EN13, EN14 y EN17). Se
apreciaron entre 1 y 4 bandas por microorganismo, con tamafios

Tabla4. Perfil debandas plasmidicasde Escherichiacoli aisladasde
muestras clinicas.

Cepa No. de pldsmidos Tamarios aproximados (kb)
EN3 3 16,8/ 5,9/ 4,5
ENS5 - -
EN7 1 30,4
EN9 - -
EN11 4 16,9/ 7,0/ 5,1/ 3,1
EN13 1 15,0
EN14 2 14,03/ 7,1
EN17 3 14,04/ 7,1/ 4,5
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23,130 kb

9,146 kb
6,557 kb

2.322 kb
2.077 kb

FIGURA 1. Extraccion de ADN plasmidico de cepas multiresistentes de
Escherichia coli.

comprendidos entre 3,1 kb y 30,4 kb (Tabla4). No obstante, se debe
considerar que sin someter a estos elementos extracromosomales a
digestion con enzimas de restriccidn esimposibleindicar un tamafio
preciso de cada uno de ellos (Ausubel et al. 1997). Todas las cepas
presentan un perfil de bandeo distinto. Sin embargo, se pudo obser-
var que existen tamafios aproximados comunes entre algunas de las
cepas, como son las bandas de 16 kb, 14 kb, 7 kb, y 4 kb. Esto se po-
driarelacionar con el comportamiento heterogéneo, pero coinciden-
te, en los perfiles de resistencia a antibidticos mostrado entre las
muestras analizadas.

CONCLUSIONES

Laaparicién de multiresi stencia a antimicrobianos es frecuente
en lapoblacién bacterianaestudiada. Se encontro unaresistenciaim-
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portante de este microorganismo a elevados niveles de mercurio y
cadmio. Las cepas seleccionadas presentaron perfiles de bandas
plasmidicas variados.
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