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RESUMEN
Se realiz6é un estudio sobre la sensibilidad a antibiéticos y a metales pesados, a
partir de 40 aislados de E. coli en pacientes no diarreicos, con diagndsticos
clinicos variados, de ambos sexos y edades de entre 9 a 74 afios en femeninos y
de 8 a 62 en pacientes masculinos, atendidos en un hospital publico de la ciudad
de Morelia, Michoacan.
En cada aislado se realizé pruebas con 12 antibiéticos, el 95% de los aislados
presentd resistencia multiple, soélo el 5% fue sensible a todos los antibidticos. La
multiple resistencia se presento principalmente en ampicilina y gentamicina con un
57% cada una, seguida de tmp-sxt 55%, carbenicilina 52%, netilmicina 50%, los
restantes obtuvieron menos del 50%. La sensibilidad se presento en mayor grado
para cloranfenicol con 82%, nitrofurantoina 67%, ceftriaxona 59%.
La prueba para resistencia a metales, se realizdé con tres metales, plomo, cobre y
plata. La mayor resistencia se presento en cobre, el 10% de los aislados presento
resistencia hasta una concentracion de 700ug/ml, en plomo el 10% fue resistente
a 40mM; el 100% de los aislados fue resistente a 0.100mM, pero sensibles a
0.250mM.
La correlacion entre la resistencia a cobre y a antibiéticos registro un 57% y 43%
de sensibilidad; en plomo antibidticos la tanto la resistencia como la sensibilidad
obtuvieron 50%, solo el 13% de los aislados fue resistentes a cobre y plomo, 14%
sensibles.
Se determino la asociacion entre la resistencia a metales pesados y antibidticos.
En la cual sdlo el 8% de los aislados presento resistencia para ambos metales y
a mas de un antibidtico; el 18 % fue sensible a metales y a antibidticos (se
considero resistencia a mas de 6 antibioticos, resistente a 400ug/ml 6 mas para
cobre y resistente a partir de 20mM para plomo).
El 73% de los aislados presentdé comportamientos particulares para los metales y
antibidticos, lo cual no permitié incluirlos en la asociacion. Nuestros resultados
coinciden con trabajos anteriores donde indican que hay asociacién entre

resistencia a metelas y a antibioticos aun en porcentajes bajos. (Cardona A, 2004).
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I. INTRODUCCION

I. 1 GENERO Escherichia
1.1.1 GENERALIDADES DE Escherichia

El género Escherichia esta constituido por bacilos Gram negativos, no
esporulados moviles, anaerobios facultativos, crecen en medios de cultivo simples
o en medios sintéticos con glicerol o glucosa como unica fuente de carbén vy
energia. En medios de cultivo sdélidos, las colonias son circulares, lisas, de bordes
continuos; algunas producen colonias mucoides. En medios con sangre, se
detecta la produccion de una beta-hemolisina probablemente relacionada con la

patogenicidad de la bacteria (Blanco y col., 2001).

1.1.2 Escherichia coli

E. coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, que es un vasto grupo de
bacilos Gram negativos. Esta familia incluye muchos géneros, entre los que se
encuentran Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiela, Serratia,
Proteus y otros.
E. coli es el principal habitante facultativo del intestino grueso que integran la flora
normal y el patégeno humano aislado con mayor frecuencia como agente causal
de infecciones urinarias, de heridas, de neumonia, de meningitis y de septicemia y
ademas causa una amplia variedad de enfermedades gastrointestinales (Zinsser
1998).

También puede desempefar una funcién nutricional en el tracto intestinal
mediante la sintesis de vitaminas, especialmente la vitamina K. Como aerobio
facultativo, este organismo probablemente también ayuda a consumir oxigeno,

convirtiendo el intestino grueso en andxico (Brock 2001).

1.1.3 MECANISMO DE INFECCION (TRANSMISION)
E. coli es una bacteria perteneciente a la flora normal del intestino grueso,
pero puede ser patdogena si sale de éste causando enfermedades intestinales.

Esta bacteria es excretada en las heces y se puede encontrar en el medio

UMS NH 1 QF®
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ambiente ya que es capaz de sobrevivir durante cierto tiempo en el agua y los
alimentos, de manera que su aislamiento es un indicador de contaminacién fecal
reciente (Blanco y col., 2001).

El reservorio de los agentes de las diarreas infecciosas es el hombre,
exceptuando el caso de Salmonella que es de origen animal. La fuente de
infeccion es la materia fecal del hombre infectado, sintomatico o asintomatico,
siendo este ultimo mas peligroso ya que no presenta datos clinicos que permitan
identificarlo (Mota Hernandez, 2002).

El mecanismo de transmisién clasico es el ciclo ano-boca, entendido éste
como la salida del agente infeccioso con la materia fecal y su ingestion, casi
siempre a través de las manos contaminadas o de fomites (Figura 1). Otro
mecanismo de transmisién frecuente es la ingestion de alimentos contaminados o
de agua, otras bebidas o hielo, no sometidos a algun proceso de purificacion
(Sabat, 2000).

1_ ENTRADA

EMFERMEDAD
WORMITO
FIEERE
DIARREA
DOLOR

PERDIDA DE
ALY
ELECTROLITOS

A EALIDA

Figura 1. Patogénesis de la enfermedad diarreica.
Basado en el original de Evans y Evans (2003).

Algunos factores de riesgo en el huésped son: el estado nutricional (circulo
vicioso diarrea-desnutricion-diarrea); enfermedades previas de tipo anergizante
(sarampion); ablactacion temprana o ausencia de alimentacion al pecho materno;

saneamiento deficiente (carencia de agua potable, fecalismo); malos habitos
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higiénicos, no aceptacion de medidas sanitarias. También hay que mencionar a los
factores de tipo econdmico como limitantes en la incorporacion de obras de
saneamiento, la adquisicién de nutrientes y la busqueda limitada de atencion
médica por la falta de recursos econémicos lo que lleva a una automedicacion y
por consiguiente se genera una resistencia de las bacterias hacia los

antibiéticos (Tomé y col., 1996).

1.2 ANTIBIOTICOS

Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por ciertos
microorganismos, bacterias u hongos) que inhiben el crecimiento o matan otros
microorganismos, constituyen una clase especial de quimioterapéuticos, que se
distinguen de los analogos de factores de crecimiento porque son naturales. La
eleccion de uno u otro antibidtico en el tratamiento de una infeccion depende del
microorganismo (obtenido por cultivo), de la sensibilidad del microorganismo
(obtenida por un antibiograma), la gravedad de la enfermedad, la toxicidad, los
antecedentes de alergia del paciente y el costo. En infecciones graves puede ser

necesario combinar varios antibiéticos.

1.2.1 CLASIFICACION DE LOS ANTIBIOTICOS.

Existen dos tipos de antibiéticos: 1) de amplio espectro, actuan sobre bacterias
Gram positivas y Gram negativas; 2) de corto espectro, solo actua sobre un unico
grupo de microorganismos, pero puede ser muy valioso para el control de

microorganismos que no responden a otros antibiéticos.

Se pueden agrupar de acuerdo a su estructura quimica o a su modo de accion.
En las bacterias el blanco para la accion de los antibiéticos son la pared celular, la
membrana citoplasmatica y los procesos de la sintesis de proteinas y acidos
nucleicos. Los antibiéticos difieren de otros medicamentos porque no solo ejercen
un efecto terapéutico sino que alteran también la ecologia de la microflora del

cuerpo y del medio externo (Kunin CM, 1981).
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Los antibidticos actuan a través de 2 mecanismos principales: Matando los
microorganismos existentes (bactericida), e impidiendo su reproduccién

(bacteriostatica).

a) Bactericidas. Incluye a Beta-lactamicos (Penicilinas y cefalosporinas),
Glicopéptidos (Vancomicina, teicoplanina), Aminoglucésidos (Grupo
estreptomicina), Quinolonas (Grupo norfloxacino) y Polimixinas

- Antibiéticos R-lactamicos: incluyen las penicilinas, cefalosporinas y
cefamicinas. Se denominas R-lactamicos porque contienen un anillo B-

lactamico en su estructura quimica.

e Penicilinas. son los antibidticos mas antiguos y siguen siendo los de
primera eleccion en muchas infecciones. Actuan rompiendo la pared
bacteriana. Existen muchos tipos de penicilina:
Penicilina G. Se utiliza por via intravenosa (penicilina G sddica), intramuscular
(penicilina G procaina, penicilina G benzatina), u oral (penicilina V). Es de primera
eleccion en infecciones como las causadas por estreptococos o en la sifilis.
Muchas bacterias, sin embargo, la inactivan produciendo un enzima (beta-
lactamasa).

Penicilinas resistentes a la beta-lactamasa (tipo cloxacilina). Pueden con algunas

bacterias que producen beta-lactamasa, como el estafilococo.

Aminopenicilinas (Amoxicilina, ampicilina, etc). Tienen mas actividad frente a los

microorganismos llamados ‘gram-negativos’, y si se asocian con sustancias como
el acido clavulanico o el sulbactam, también pueden con las bacterias que
producen beta-lactamasa, como el estafilococo.

Penicilinas antipseudomona. (Tipo carbenicilina o piperacilina). Como su nombre

indica, pueden actuar contra Pseudomona (una bacteria peligrosa que causa

infecciones muy graves).
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e Cefalosporinas
Difieren estructuralmente de las penicilinas porque poseen un anillo de
dihidrotiacina de seis miembros, en lugar del anillo tiazélico de cinco miembros.
Tiene un espectro mas amplio que las penicilinas y son mas resistentes a la
accion de las enzimas que destruyen los anillos B-lactamicos, las R-lactamasas
Son antibidticos en parte similares a las penicilinas, pero a diferencia de aquéllas
(que proceden parcial o totalmente del hongo Penicillium), las cefalosporinas son
totalmente de sintesis quimica.
Las cefalosporinas se clasifican en "generaciones", segun el tipo de bacterias que
atacan:

Cefalosporinas de 12 generacién: cefadroxilo, cefalexina, cefalotina, cefazolina..

Cefalosporinas de 22 generacion: cefaclor, cefuroxima, cefonicid, cefamandol,

Cefalosporinas de 32 generacion: cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefixima,

- Aminoglicésidos: contienen aminoazucares unidos por enlaces glicosidicos a
otros aminoazucares. Estreptomicina y sus parientes gentamicina, kanamicina y
neomicina. Se consideran ahora como antibiéticos de segunda eleccion y se
utilizan fundamentalmente cuando otros antibiéticos son ineficaces.

La actividad de los antibidticos debe medirse a través de métodos especificos
utilizando medios de cultivo adecuados.

Actualmente, se sabe que no solo los antibidticos generan resistencia, también
algunos metales pesados como el cobre, plomo, plata, zinc, mercurio cadmio,
entre otros. Por ello se requiere realizar estudios que nos permitan demostrar si
todas las bacterias presentan esta resistencia o existen factores que influyen en el
desarrollo de una resistencia cruzada. En este grupo se encuentran:

Estreptomicina. Actualmente se usa (generalmente asociada) para tratar

tuberculosis y brucelosis y en infecciones raras como tularemia y peste.
Neomicina. Se usa so6lo por via topica (pomadas, colirios, gotas para los oidos,

etc), por su toxicidad. Puede producir alergias de contacto.
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Gentamicina, Tobramicina, Amikacina, Netilmicina. Se usan soélo en infecciones

graves por microorganismos gram-negativos. Todos los aminoglucosidos son

toxicos sobre el rifidn y el oido.

- Quinolonas

Hay 2 subgrupos de quinolonas. Las mas antiguas (acido nalidixico, acido
pipemidico) solo actuan contra algunos microorganismos de los llamados ‘gram-
negativos’ y se utilizan sélo como antisépticos urinarios (en infecciones leves de
orina). Las mas recientes, o fluoroquinolonas, incluyen farmacos como
norfloxacino, ciprofloxacino y ofloxacino, y son activos frente a otras muchas
bacterias, incluyendo la llamada Pseudomona (una bacteria peligrosa que causa

infecciones muy graves).

- Otros antibiéticos beta-lactamicos

Imipenem y aztreonam son los prototipos de nuevos grupos antibioticos beta-
lactdmicos. El acido clavulanico o el sulbactam tienen muy poca actividad, pero
inhiben la beta-lactamasa que producen muchas bacterias, por o que se asocian

con otras penicilinas para aumentar su actividad.

b) Bacteriostaticos. Incluye Macrolidos (Grupo eritromicina), Tetraciclinas,

Cloramfenicol, Clindamicina, Lincomicina y Sulfamidas.

- Macrélidos. La eritromicina y farmacos similares (claritromicina, azitromicina,
etc) son activos, sobre todo, frente a microorganismos de los llamados ‘gram-
positivos’ y tienen utilidad en muchas infecciones (amigdalitis, infecciones bucales,
neumonias, etc), sobre todo en alérgicos a penicilina. Producen molestias de

estbmago en muchas personas.

Tetraciclinas. Las tetraciclinas (oxitetraciclina, demeclociclina, doxiciclina,
minociclina, aureomicina...) tienen un espectro de actividad muy amplio. Se
utiizan en infecciones de boca, bronquitis, e infecciones por bacterias

relativamente raras como rickettsias, clamidias, brucelosis, etc, y en la sifilis en
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alérgicos a penicilina. Producen molestias de estdmago,sobreinfecciones,
manchas en los dientes, y crecimiento anormal de los huesos en nifios y fetos de
mujer gestante. Nunca deben usarse en nifios menores de 8 afos ni en el 1.er
trimestre de gestacion.

- Cloranfenicol. Es un antibiético de espectro muy amplio, pero puede producir
una anemia aplasica (falta completa de glébulos rojos por toxicidad sobre la
médula désea), que puede llegar a ser mortal. Por ello, su empleo se limita al uso
tépico en colirios y gotas para los oidos ("chemicetina"); asi como para infecciones
muy graves cuando los otros antibiéticos son menos eficaces o0 mas tdxicos, como
por ejemplo fiebre tifoidea y algunas meningitis.

- Glicopeptidos: vancomicina, teicoplanina

Son antibiodticos muy activos frente a microorganismos llamados "Gram-positivos",
incluso los resistentes a penicilinas y cefalosporinas. Por ello se emplean en

infecciones hospitalarias graves, sobre todo en alérgicos a penicilina.

- Lincomicina y clindamicina

Son activos también frente a microorganismos llamados "Gram-positivos", pero
ademas pueden con otros microorganismos llamados anaerobios. También se
emplean en infecciones de hospital, sobre todo en alérgicos a penicilina. La
clindamicina se utiliza tépicamente en algunas infecciones de piel.

- Metronidazol

Se utiliza contra unos microorganismos llamados protozoos (Giardia, Tricomona y
otros), y también contra los llamados anaerobios. Dependiendo del tipo de
infeccidn, se puede usar por via oral, intravenosa o en évulos vaginales.

- Sulfamidas

Son agentes antimicrobianos sintéticos, bacteriostaticos, con un espectro amplio
que abarca la mayoria de las "Gram positivos" y muchos ‘Gram negativos'.
Actualmente en relativo desuso, a excepcion de algunas sulfamidas tépicas
(sulfadiazina argéntica, mafenida), y de Ila combinacion trimetoprim-
sulfametoxazol (o cotrimoxazol) que se usa en infecciones urinarias y

bronquiales, en la fiebre tifoidea y en otras infecciones, y que es de eleccion para
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el tratamiento y la prevencion de la neumonia por el protozoo Pneumocystis

carinii, que afecta a los pacientes con SIDA.

|.2.2 CARACTERISTICAS DE LOS ANTIBIOTICOS USADOS EN ESTE
TRABAJO.

Ampicilina y carbenicilina: poseen un espectro mas amplio que incluye las
Gram negativas gracias a sus grupos N-acilo que les permite ser transportadas
dentro de la envoltura de las células Gram negativas en donde inhiben la sintesis
de la pared celular.
1.- La ampicilina es una penicilina semisintética de amplio espectro con accién
bactericida que actua a nivel de la pared celular de las bacterias.
Esta indicada en infecciones genitourinarias, respiratorias, digestivas y biliares,
infecciones locales o generalizadas que no responden adecuadamente a otros
antibidticos (cloranfenicol, tetraciclinas).
La ampicilina es efectiva contra bacterias Gram positivos y Gram negativos. In
vitro es activa contra Haemophilus influenzae, Bordetella pertussis, Neisseria
gonorrhoeae, N. meningitidis, Salmonella typhi, Proteus mirabilis no productor de
penicilinasa, Shigella, Escherichia coli, algunas cepas de Klebsiella, Streptococcus

faecalis y Listeria monocytogenes

2.- La Carbenicilina es una penicilina de tercera generacién, fue la primera
penicilina antipseudomonas. Actualmente es poco usada, habiendo sido retirada
del mercado en USA vy sustituida por ticarcilina que es mas activa contra
Pseudomonas aeruginosa y tiene menos efectos secundarios.

Ticarcilina es destruida por varias betalactamasas de las bacterias Gram positivas
y negativas, aunque es mas estable frente a las betalactamasas de Pseudomonas,
Enterobacter, Morganella, Proteus  indol positivo y  Providencia.
Su accion es similar a ampicilina sobre E.coli, P. mirabilis, Salmonella, Shigella y
N.meningitidis.
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3.- Ceftriaxona: altamente resistente a las R-lactamasas, es ampliamente
utilizada, ha sustituido a la penicilina como farmaco de eleccion para en
tratamiento de infecciones.

La ceftriaxona tiene un amplio espectro antibacteriano, siendo eficaz contra
la mayor parte de las bacterias entéricas Gram negativas. Es un antibiético
cefalosporinico semisintético de actividad bactericida debido a la inhibicion de la
sintesis de la pared celular.

Esta indicada en el tratamiento de las infecciones moderadas a graves, simples o
mixtas, causadas por cepas sensibles como:

Aerobios Gram negativos: Aeromonas spp, Alcaligenes spp, Branhamella
catarrhalis, Citrobacter spp, Enterobacter spp, E. coli, H. parainfluenzae,
Klebsiella spp, Moraxella spp, Morganella morganii, Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitidis, Plesiomonas shigelloides, Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, Providencia spp, Pseudomonas aeruginosa (algunas cepas son
resistentes), Salmonella spp (incluyendo typhi), Serratia spp, Shigella spp, Vibrio
spp, Yersinia spp (incluyendo Y. enterocolitica).

Anaerobios: Bacteroides spp, Clostridium spp, Fusobacterium spp, Peptococcus
spp, Peptostreptococcus spp.

4.- Gentamicina: actuan inhibiendo la sintesis de proteina interfiriendo con la
unidad 30s del ribosoma. Utilizada en clinica contra bacterias Gram negativas.
(Brock 2001)

La gentamicina inhibe el desarrollo de bacterias al interferir en la sintesis de
proteinas bacterianas. Su accion depende de la capacidad para unirse a
proteina(s) de la subunidad 30S de los ribosomas de las bacterias, después de lo
cual ocurre una lectura o codificacion e Septicemia y otras infecciones graves
debidas a bacilos Gram negativos aerobios; es el medicamento para el tratamiento
de primera eleccion de septicemia letal por bacilos Gram negativos aerobios en
pacientes hospitalizados.

También esta indicado en el tratamiento urgente inicial de la septicemia por
microorganismos no identificados, en cuyo caso se puede combinar con penicilina

G, cefalotina o carbenicilina, sobre todo en pacientes neutropénicos con cancer.
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En septicemia cuyo origen es una infeccién intraabdominal o del sistema genital
de la mujer, combinado con cloranfenicol o clindamicina constituye un régimen
terapéutico adecuado.

En las infecciones graves por Pseudomonas aeruginosa, ha dado buenos
resultados la combinacion con carbenicilina. En estos casos no es conveniente
mezclar los dos antimicrobianos en liquidos para infusidn intravenosa. Ha
producido buenos resultados en la septicemia por Pseudomonas que complica a
las quemaduras. También es util en el tratamiento de la artritis séptica aguda

debida a bacilos Gram negativos.

5.- Cloranfenicol: agente bacteriostatico activo de amplio espectro contra
bacterias Gram negativas y Gram positivas, rickettsias y clamidias. Inhibe la
sintesis proteica de las bacterias se une de forma exclusiva a la subunidad 50s.
La resistencia puede ser por mutacion (cromosémica) o por plasmidos, la
resistencia al cloranfenicol con frecuencia se acompafa de resistencia a las
tetraciclinas. Este fendmeno de resistencia cruzada se limita a las
Enterobacteriaceae y esta mediado por plasmidos (Zinsser 1998).

Antibidtico indicado en: fiebre tifoidea, paratifoidea, rickettsias, brucelosis,
meningitis, endocarditis, osteomielitis, bacteriemia y en infecciones causadas por
gérmenes anaerobios.

El cloranfenicol es un antibiético que actua inhibiendo la sintesis proteica al unirse
a la subunidad ribosomal 50S. El cloranfenicol usualmente produce un efecto
bacteriostatico sobre la bacteria susceptible, es un antibidtico clinicamente util,
que debe ser reservado para infecciones serias causadas por organismos
susceptibles, cuando otros agentes terapéuticos potencialmente menos daninos
sean ineficaces o estén contraindicados. No obstante, el cloranfenicol puede ser
agente de eleccion para inicio de tratamiento si existe la impresidon clinica de
presencia de alguna de las condiciones médicas mencionadas mas adelante. Las
pruebas de sensibilidad in vitro deben llevarse a cabo de modo simultaneo, de tal

forma que la administracién de cloranfenicol pueda suspenderse tan pronto como
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sea posible, en caso de existir otros agentes terapéuticos potencialmente menos

peligrosos.

6.- La cefalotina sdédica es una cefalosporina de primera generacion que esta
indicada para el tratamiento de infecciones estreptocécicas, estafilocdccicas vy
aquéllas causadas por bacterias sensibles a ésta.

Infecciones del aparato respiratorio: S. pneumoniae, Staphylococcus (productores
y no productores de penicilinasa), S. pyogenes, algunas especies de Klebsiella y
H. influenzae. Infecciones del aparato genitourinario: E. coli, P. mirabilis y algunas
especies de Klebsiella.

La cefalotina es un antibidtico cefalosporinico de espectro amplio con accién
bactericida, actuan sobre la pared celular de manera similar a las penicilinas; asi la
cefalotina inhibe el septum y la sintesis de la pared celular bacteriana,
probablemente mediante aciclacidn de las enzimas transpeptidasas que se unen a
la membrana.

Esto previene el entrecruzamiento de las cadenas de peptidoglicano, el cual es
necesario para mantener la rigidez de la pared celular bacteriana. También se
inhiben la division celular y el crecimiento bacteriano, lo cual lleva a la lisis y
elongacion del microorganismo.

Resultan mas susceptibles a la accion de la cefalotina las bacterias que presentan

una division rapida

7.- Nitrofurantoina: es utilizada en el tratamiento de infecciones del aparato
urinario, en especial en pacientes que no pueden soportar las sulfonamidas.
Posee un grupo nitro en la posicion 5 del anillo furano. Es de amplio espectro.
Inhiben la sintesis proteica. De forma preferencial la sintesis de enzimas
inducibles por bloqueo de la iniciacidn de la transduccion. (Zinsser 1998).

Es un bactericida in vitro para la mayoria de los gérmenes patdégenos Gram
positivos y Gram negativos de las vias urinarias.

Su mecanismo de accion parece ser dependiente de la formacion de productos

intermedios por reduccion. Es efectiva contra los enterococci in vitro, asi como
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contra otras especies de Gram positivos incluyendo estafilococo, estreptococo y
corinebacteria. La mayoria de las especies de Escherichia coli son
particularmente sensibles a la nitrofurantoina, pero los Enterobacter y Klebsiella
spp. son menos sensibles y algunos pueden desarrollar resistencias. Pseudomona
aeruginosa es habitualmente resistente y la mayoria de las especies de Proteus

spp. son moderadamente resistentes.

8.- Trimetroprim-sulfametaxazol: Antimicrobiano bactericida de amplio espectro.

En las siguientes infecciones:

» De las vias respiratorias superiores: amigdalitis, faringitis, laringotraqueitis y

laringitis.

= De vias respiratorias inferiores: bronquitis, influenza, bronquiectasias y
neumonia. En infecciones de oido, nariz y garganta: otitis media, sinusitis y
rinitis.

= En infecciones genitourinarias: cistitis agudas o crénicas, uretritis y pielonefritis.
En infecciones del sistema digestivo: gastroenteritis, salmonelosis.

Es un antimicrobiano de amplio espectro, su efecto bactericida deriva de un

principio nuevo. El bloqueo de dos enzimas que catalizan reacciones sucesivas en

la biosintesis del acido folinico en el microorganismo.

Posee un espectro de accion muy amplio: gérmenes grampositivos vy

gramnegativos como los estreptococos (incluyendo los betahemoliticos),

estafilococos, Neumococos, meningococos, gonococos, Salmonellas,

Klebsiella/Aerobacter, Shigella y vibrion colérico, entre otros.

Actua también sobre ciertos gérmenes reputados como dificiles: Haemophilus

influenzae, Escherichia coli, Proteus mirabilis y Proteus vulgaris.

9. Cefotaxima: Es un antibidtico cefalosporinico semisintético de tercera
generacion que actua inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana, por lo
que causa lisis de la misma.

La cefotaxima tiene una actividad in vitro en contra de una gran cantidad de cepas

Gram positivas y Gram negativas. Se ha demostrado que la cefotaxima es un
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potente inhibidor de las betalactamasas producidas por cierto tipo de bacterias
Gram negativas. La cefotaxima es usualmente activa en contra de los siguientes
microorganismos, tanto in vitro, como en infecciones clinicas:

Aerobios Gram negativos: Citrobacter spp, Enterobacter spp, Escherichia coli,
Haemophilus influenzae (incluyendo cepas resistentes a las ampicilinas),
Haemophilus parainfluenzae, Klebsiella spp (incluyendo Klebsiella pneumoniae),
Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae (incluyendo cepas b-lactamasas
negativas y positivas), Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Proteus inconstans
grupo B, Morganella morganii, Providencia rettgeri, Providencia stuartii,
Acinetobacter spp.

10.- Amikacina: Esta indicado en el tratamiento de las infecciones del aparato
respiratorio bajo, del aparato genitourinario, de huesos y articulaciones, del
sistema nervioso central, de piel y tejidos blandos, asi como de infecciones
intraabdominales (incluye peritonitis), septicemias (incluyendo sepsis neonatal),
bacteriemias y quemaduras e infecciones postoperatorias producidas por bacterias
Gram negativas sensibles.

Tiene actividad in vitro contra Pseudomona sp, E. coli, Proteus sp (indol-positivas
e indol-negativas), Providencia sp, Klebsiella-Enterobacter-Serratia  sp,
Acinetobacter sp, Citrobacter freundii, Staphylococcus sp (cepas productoras y no
productoras de penicilinasa).

Puede utilizarse como terapia inicial en infecciones que se sospechen por
microorganismos Gram negativos, aun antes de tener resultados del antibiograma.
Diversos estudios realizados in vitro han demostrado que cuando AMIKACINA se
combina con un antibidtico betalactdmico, actuan sinérgicamente en contra de

muchos gérmenes Gram negativos de importancia en la clinica.

11-. Netilmicina: Esta indicada en el tratamiento de infecciones causadas por
cepas sensibles de los siguientes microorganismos: E. coli, especies de Kleb-
siella-Enterobacter, Serratia, Citrobacter y Proteus (indol-positivos e indol-

negativos), Pseudomonas aeruginosa y especies de Staphylococcus (coagulasa-
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positivos y coagulasa-negativos, incluso cepas resistentes a la penicilina y
meticilina) y Neisseria gonorrhoeae.

Los estudios clinicos han demostrado que netilmicina es eficaz en: bacteremia,
septicemia (incluyendo sepsis neonatal), Infecciones graves de las vias
respiratorias, renales, genitourinarias, de la piel y de tejidos blandos, Infecciones
Oseas y articulares,Infecciones de quemaduras, heridas y perioperatorias,
Infecciones intrabdominales (incluyendo peritonitis), Infecciones del aparato
gastrointestinal.

Se recomiendan como tratamiento inicial en infecciones en las que se sospecha o
se ha confirmado la participacion de Gram negativos. Cirugia de oérganos

infectados (por ejemplo: colangitis, colelitiasis, infecciones del tracto

12.- La pefloxacina es una fluoroquinolona monofluorada. Tiene una actividad
mas potente, un mayor espectro antibacteriano, una semivida mas larga y alcanza
buenos niveles séricos, con lo que es posible tratar infecciones sistémicas
administrandose tanto por via oral como parenteral.

Es un antibidtico bactericida que inhibe la DNA girasa. Tiene un amplio espectro
de actividad in vitro: presenta buena actividad frente a bacterias Gram (-) (E.coli,
Salmonella, Shigella, Neisseria y Haemophilus productores y no productores de
beta-lactamasa, Legionella pneumophila y Pseudomonas aeruginosa), poca
actividad frente a otras especies de Pseudomonas, Neumococo y Enterococo y

nula frente a anaerobios, Treponema pallidum y Candida albicans.

1.2.3 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

La resistencia es la capacidad que tiene un organismo para resistir los
efectos de los antibidticos ante el cual es normalmente sensible. Los genes de
resistencia se obtienen probablemente de los productores de antibidticos, a través
de un proceso de intercambio genético. Con el fin de defenderse de los
antibiéticos que ellos producen, estos organismos han desarrollado mecanismos
para neutralizar o destruir sus propios antibiéticos. La existencia de estos genes

significa que, bajo las condiciones adecuadas, es posible transferir esta resistencia
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a otros organismos (Brock, 2003). La mayoria de las diarreas son causadas por E.
coli, éstas se tratan con antibidticos comunes como gentamicina, ampicilina,
amikacina  trometroprim-sulfametaxazol,  cloranfenicol, entre  otros,
desafortunadamente un alto porcentaje de los enfermos no acuden al médico por
falta de recursos econémicos y optan por la automedicacion, contribuyendo en la
generacion de una resistencia bacteriana y haciendo mas fuerte al
microorganismo.

El consumo masivo de antibidticos en los ultimos 50 afos ha creado un
ambiente favorable a la seleccion de bacterias que soportan los efectos téxicos de
los antimicrobianos (Levy SB 2002). Actualmente 70% de las bacterias
responsables de las enfermedades nosocomiales son resistentes al menos a uno
de los antibidticos mas comunmente utilizados para tratarlas (Behra-Miellet J,
2003).

Entre los factores que han contribuido al aumento de la resistencia a los

antibidticos estan la concentracion de la poblacion en centros urbanos, el control
inadecuado de las infecciones en los hospitales, la tendencia a internar el los
hospitales a los pacientes seriamente enfermos, la migracién masiva a través de
las regiones del globo y el uso inadecuado de antibidticos, entre otros (Avom J,
Solomon DH, 2000).
La gran capacidad adaptativa de las bacterias es el resultado del efecto
combinado de rapidos indices de crecimiento, de mutaciones genéticas y de las
seleccion de las mismas, asi como de sus habilidades para intercambiar material
genético horizontalmente (Beaber JW, Hochhut B, Waldor Mk, 2004; Amabile-
Cuevas Cf, 2003).

En México un estudio realizado en el 2005 en hospitales del distrito federal
indicaron que el 80% de los antibidticos utilizados fueron los responsables de la
resistencia observada en los seis hospitales estudiados: gentamicina, ampicilina,
ciprofloxanina, amikacina, cefalotina, piperacilina y trimetroprim-sulfametaxazol
(Benavides P y col., 2005).
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1.2.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

No todos los antibidticos actuan frente a todos los microorganismos.
Algunos microorganismos son naturalmente resistentes a algunos antibidticos.
La resistencia puede ser una propiedad inherente a un microorganismo, o puede
adquirirla. Existen varias razones por las que un microorganismo puede tener una
resistencia a un antibidtico, inherente:
1) El organismo puede carecer de la estructura diana sobre la que actua un
antibidtico. p.e los micoplasmas no carecen de una pared tipica y son resistentes a
la penicilina.
2) El organismo puede ser impermeable al antibidtico. p.e. las bacterias Gram
negativas son impermeables a la penicilina G.
3) El organismo puede ser capaz de alterar el antibiético pasandolo a una forma
inactiva. P.e. muchos estafilococos contienen R-lactamasas que rompen el anillo
R-lactamico de la mayoria de las penicilinas.
4) El organismo puede modificar la diana de un antibiotico.
5) Por intercambio genético, puede tener lugar la alteracion de una via metabdlica
que bloquea el agente antimicrobiano.
6) El organismo puede se capaz de bombear hacia fuera el antibiético que va

entrando en la célula (eflujo)

TABLA I. Mecanismos de resistencia de E. coli a antibiéticos

MECANISMO DE EJEMPLQ DE BASE GENETICA DE LA
RESISTENCIA ANTIBIOTICO RESISTENCIA

Permeabilidad reducida Penicilinas Cromosomica
Inactivacion del antibidtico Penicilinas, cloranfenicol Plasmidica, cromosémica
Alteracion e la Rifampicina,
diana(RNApolimerasa) Estreptomicina, Cromosoémica

P Norfloxacina
D_esar’ro!lo de unavia Sulfonamidas Cromosoémica
bioquimica resistente
Eflujo Tetraciclinas Plasmidica

(Brock 2003)
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a) MECANISMOS DE RESISTENCIA MEDIADOS POR PLASMIDOS
Generalmente las células resistentes a antibioticos, se aislan de cultivos
que eran predominantemente sensibles a antibidticos. La resistencia de estos
aislamientos se debe a mutaciones en genes cromosémicos.
La mayoria de las bacterias resistentes a los farmacos, aisladas de pacientes
contienen los genes de resistencia a las drogas en plasmidos R., generalmente
esta resistencia es mediada por genes cromosomicos a causa de mutaciones de
la diana de accién de antibiotico.
La resistencia del plasmido R, se debe a la presencia en los plasmidos R
de genes que codifican nuevas enzimas que inactivan al antibioético o de genes
que codifican enzimas que evitan la incorporacién del antibiético o lo bombean

activamente hacia fuera (eflujo) (Zinsser, 2004).

b) ORIGEN DE LOS PLASMIDOS DE RESISTENCIA

Aunque no se conoce la evidencia especifica que indique el origen de los
plasmidos de resistencia R, hay una serie de hechos que indica que éstos existian
antes de la era antibiética. Uno de los hechos mas sobresalientes es sin duda el
creciente uso de los antibidticos, hecho que proporcioné condiciones favorables
para la dispersion de los plasmidos R.

En efecto, una cepa de E.coli que fue congelada en 1946, contenia un
plasmido con genes que conferian resistencia a la tetraciclina y a la
estreptomicina, a pesar de que estos antibidéticos empezaron a utilizarse varios
afnos mas tarde (Brock 2001).

Se demostro que cepas que llevan en el plasmido R, genes de resistencia a
las penicilinas semisintéticas, existian mucho antes que se sintetizaran estas
penicilinas.

Los plasmidos también tienen relevancia ecologica ya que los plasmidos que
confieren resistencia a los antibiéticos, han sido detectados en algunas bacterias
no patdgenas habitantes del suelo lo que pude conferir ventaja selectiva porque
los principales organismos productores de antibidticos (Streptomyces vy

Penicillium) son habitantes normales del suelo (Brock 2001). Pero no todos los
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antibiéticos son producidos por organismos naturales, algunos son se producen

sintéticamente.

.3 METALES PESADOS

Los metales pesados son metales con una densidad mas allad de 5g/cm?,
por consiguiente, los elementos de transicion V para el medio ambiente. La
mayoria de los metales pesados son elementos de transicion con orbitales-d
llenos. Estos d-orbitales proporcionan cationes de metales pesados que tienen la
capacidad para formar compuestos complejos que pueden o no tener actividades
redox. Por consiguiente los cationes de metales pesados juegan un papel
importante en reacciones bioquimicas sofisticadas semejantes a las que fijan el
nitrégeno, durante la fotosintesis y oxigenacion de la incision del agua, respiracion
con nitrato y oxigeno, en la catalisis de un electrdn, ref-preparativos de uniones C-
C, asimilacién de hidrégeno, incision de la urea, transcripcion de genes en RNAmM
y programas de desarrollo en una sola célula para la unién en humanos. Estas
son todas las bases en la formacién de una catalisis en compuestos complejos de

metales pesados (Silver, S, 2005)

Sin embargo, una alta concentracion de iones de metales pesados, o de
compuestos complejos inespecificos en la célula, encabezan los efectos toxicos.
Algunos iones de metales pesados p,e. Hg+2, Cd+2 y Ag+ , forman complejos tan
téxicos que son peligrosos para algunas funciones biolégicas. De igual forma altas
trazas de metales como Zn+2 O Pb+2 y especialmente Cu+2 son téxicas a altas
concentraciones. De esta manera, las concentraciones intracelulares de iones de
metales pesados son controladas con fuerza, y la resistencia a metales pesados
es solo un caso especifico en la demanda general de cada célula viva de algunos

sistemas homeostaticos de metales pesados (DEHESA N, 1994)
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.3.1CARACTERISTICAS DE LOS METALES UTILIZADOS EN ESTE ESTUDIO

a) Plomo
Proviene de fuentes naturales y antropogénicas. Puede ingresar al organismo por
el agua, alimentos, tierra y polvillo desprendido de viejas pinturas conteniendo
plomo. Es maleable, ductil y se le puede dar forma con facilidad. Asimismo, es uno
de los metales no ferrosos que mas se recicla. Se le emplea en aleaciones,
baterias, compuestos y pigmentos, revestimientos para cables, proyectiles,
derivados del petréleo y municiones. La exposicidén puede tener diversos efectos
en humanos. Los niveles altos de exposicion pueden afectar la sintesis de
hemoglobina, la funcidn renal, el tracto gastrointestinal, las articulaciones y el
sistema nervioso.
Sintomas precoces: fatiga, dolores de cabeza, dolores 0&seos, dolores
abdominales, trastornos del suefo, dolores musculares, impotencia, trastornos de
conducta, etc. Sintomas avanzados: anemia, colicos intestinales, nauseas y
vomitos, enfermedad renal, impotencia sexual, delirio, esterilidad, dafios al feto,
hipertension arterial, estrefiimiento agudo, afectacién de los nervios, enfermedad
Osea, problemas de cancer y muerte.
Su uso es muy antiguo. Desde el afio 2500 A.C. se conocen sus efectos. Pero la
tasa historica de emision de plomo parece haber tenido un salto marcado con la
Revolucién Industrial. El plomo forma parte de numerosos procesos industriales,
destacandose su presencia en la industria automovilistica, especificamente en la
fabricacion de baterias. Otra fuente de plomo relacionada con el transporte es la
gasolina. Se trata de compuestos alquilados, de mayor toxicidad y difusion
organica que el plomo metalico. Estos aditivos se usan como antidetonantes y las
cifras tolerables se estan reduciendo en el mundo, impactando favorablemente en
los niveles de plomo ambiental y en su toxicidad.
Se han detectado efectos hematoldgicos, cardiovasculares y evidencia de
deterioro de la funcion renal en sujetos con cifras de plomo plasmatico elevado.
Asimismo, los dafos al sistema respiratorio se reflejan en el incremento de

neumonias asociadas a niveles elevados de plomo en aire. Se ha detectado la
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inhibicion de fagocitos y distintos efectos sobre la inmunidad pulmonar. A niveles
de bajas dosis, existen evidencias de dafo neurologico y neurocomportamental,
que podrian expresarse en trastornos del aprendizaje y déficit atencional. También
existen asociaciones en trabajadores expuestos a plomo, con mayor mortalidad
por tumores en general. Otros efectos tienen que ver con el sistema reproductivo.
Por ejemplo, se atribuye a la toxicidad de plomo, la sostenida baja del recuento de

espermios en Europa en las ultimas décadas.

b) Cobre

Es un elemento esencial para la vida humana, pero en dosis elevadas puede
provocar anemia, irritacion del estdmago e intestino y dafio renal y hepatico. Los
pacientes con la enfermedad de Wilson, pueden tener mayores riesgos en caso de
sobreexposicion al cobre. El cobre puede encontrarse en el agua potable,
procedente de las cafierias de ese metal o de aditivos empleados para evitar la
proliferacion de algas.

La configuracién electronica del cobre, es Ar- 4s13d8, el cobre tiene dos formas
ionicas Cu(l) y Cu(ll) con Ar-3d9. EI potencial electroquimico del cobre
(Cu(ID/Cu(l)) es 0.153V, se encuentra dentro del rango fisioldgico.

Los complejos de cobre nunca tienen mas de seis electrones, siempre menos,
porque el estado de estos electrones son especificos y tiene un caracter
comparable para radicales, por tal razon el cobre facilmente interacciona con
radicales, pero mejor con moléculas de oxigeno.

Ademas la superoxido-dismutasa cobre-zinc, tiene una de las funciones mas
importante en la cadena respiratoria ya que la cobre oxidasa esta en el citocromo
C y en enzimas emparentadas que son oxigeno dependientes en muchos

organismos (lwata y col., 1995).
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c) Plata

Es una sustancia toxica, que produce de las mas diversas alteraciones a la salud
humana. Entre las sales de plata, estan: AgNOs, es soluble en agua, Ag2S0O4 y
acetato de plata, moderadamente solubles, y AgCl, AgBr, Agl, y Ag2S son
basicamente insolubles (Cotton, F. A. y col., 1988).

El potencial del par de la plata Ag(ll)/Ag(l) es 1.980 V (Weast, 1984). Por
consiguiente, la mayoria de las formas ionicas del elemento es Ag+. La plata es un
cation monovalente forma un riguroso complejo con sulfuro, la solubilidad del
producto Agz2+ es 6.62 X 10-50, pero solo 1.28 X 10-36 de AgS.

La toxicidad de la plata la hace un elemento poco atractivo que deja huella, pero
este ha sido usado desde un largo tiempo como un agente antimicrobiano
(Slawson y col., 1992). En la mayoria de las ciudades, el primer contacto de un
nifio recién nacido es junto a una ligera gota de nitrato de plata en los ojos para
prevenir infecciones con cepas de Neisseria. Consecuentemente, se desarrolla la

resistencia bacteriana (Deshpande, y col,.1994).

1.3.2 RESISTENCIA A METALES PESADOS

1.3.2.1 TOXICIDAD, TOLERANCIA Y RESISTENCIA DE LOS METALES
PESADOS

De la mayoria de los iones de metales pesados que entran en la célula,
ninguno tiene efecto fisioldgico y toxico. Los cationes divalentes de metales
pesados tiene estructura muy similar; los cationes divalentes Mn+2, Pb+?, Fe+?,
Co+2, Ni+%, Cu+? Y Zn+? tienen diametros idnicos entre 138pm y 160 pm (Weast
1984) una diferencia del 14%, y todas son de tratamiento con cargas doblemente
positivas.

Por consiguiente el sistema de captacién de iones de metales pesados tiene
una union muy forzada si entre ellos se diferencia una pareja de iones
estructurales muy similares. Sin embrago, las dos uniones cuestan esfuerzo,
tiempo y energia.

La mayoria de las células resuelve sus problemas de rompecabezas pudiendo

usar dos tipos de sistemas de captacion de pares de iones de metales pesados:
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Uno es rapido e inespecifico, desde hace mucho tiempo es usado en una
variedad de sustratos, expresados constitutivamente. Este sistema es rapido, solo
impulsa el gradiente quimiostatico de un lado a otro de la membrana
citoplasmatica de la bacteria. El segundo tipo tiene un sustrato altamente
especifico, es lento, usa la hidrélisis de ATP, en la mucho casos es la fuente de
energia, algunas veces en la adicion del gradiente quimiostatico, y este caro
sistema de captacién solo es producido en tiempos cuando las células lo
necesitan, en inanicion o situaciones metabdlicas especificas; que sean inducibles
(Nies y Silver, 1995)

TABLA Il. Familia de proteinas importantes para el transporte de metales pesados
Familia | Direccion del | Energia lones Metales Composicion
transporte
Tipo-P Captacion, ATP Cu+2, Pb+2, Ag+ | Una proteina unida al
Eflujo nucleo de la membrana
CHRh Antiporte Quimo-osmotico | cromato Proteina integrada an la
membrana (ChrA)

( Fagan and Saier 1994)

Cuando en la superficie de una célula una alta concentracion de un metal
pesado es acumula por un sistema inespecifico semejante, el ion del metal
pesado especifico es transportado dentro del citoplasma en concentraciones altas
que molestan, porque tiene que expresar urgentemente este transporte
inespecifico. Por consiguiente, la puerta debe estar cerrada. La primera razén de
que los metales pesados sean toxicos es porque esta puerta esta abierta (Nies
and Silver, 1995). Una vez dentro de la célula, el metal pesado con alto numero
atémico sobre todo el catién tiene tendencia a unir con grupos SH, p.e. Hg+?, Cd+?
y Ag+. La MIC (concentracion minima inhibitoria) de estos iones de metal tiene la
funcién de disociar un complejo constante de los sulfuro respectivamente (Tabla
[r).
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TABLAIlIl. CMI a cual los iones de metales pesados son téxicos

MIC (mM) lones de metal pesado
0.02 Ag+, Au’+
1.0 Cu+” Co’+, Ni*+, Zn*+
5.0 Pb+?, Ir’+, Os’+. Cr'+, Be’+
10.0 Cr+
MIC; concentracion minima inhibitoria (Silver, S, 2005)

Los metales pesados en el medio ambiente son toxicos para los
microorganismos y afectan los dos factores, bidticos y abidticos (Collins, Y. E. y
col., 1987). Estos factores, por ejemplo, alteran la biodisponibilidad de los iones de
metales (Russell, A. D, y col. 1994).

El agua contaminada con metales pesados es un fuerte problema ambiental
para los humanos con actividades en las industrias. A altas concentraciones los
metales son metabolitamente téxicos. Seguramente porque inhiben la actividad

de ciertas enzimas involucradas en los procesos metabdlicos (Mitigan y col. 2003).

Las cepas de E. coli son frecuentemente resistentes a metales pesados y la
resistencia con frecuencia puede transferirse por conjugacién (Chai, T.-J, y col.,
1993). Mediante plasmidos la resistencia a metales pesados como Niquel,
arsenato, arsénico, plata, plomo y el cobre esta dada en E.coli (Tetaz, T.J., y col
1983).

La funcion y actividad de las enzimas en las células y su participacién en la
oxidacion y reduccion, el transporte y la resistencia del cobre tiene un amplio
estudio en los recientes anos, especialmente en E. coli (Rensing C, Grass G
2003) y Enterococcus hirae (Solioz M, Odermantt A 1995; Solioz M, Stoyanov, J
2003).

VM NH 23 QF®




SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS Y METALES PESADOS EN AISLADOS CLINICOS DE Escherichia coli

1.3.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA A METALES PESADOS

Existen tres mecanismos que provocan la resistencia a metales:

1. Atrapamiento de los metales.

2. Transformaciones redox a través de enzimas.

3. Expulsién de los metales por bombas (especial para plata). (Cervantes C,
2006)

>
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Figura 2. Conjunto de membranas asociadas a captacion, eflujo, reduccién y oxidacion de
iones de metales pesados (Silver, S, 2005).

a) RESISTENCIA A PLOMO

La resistencia bacteriana al plomo ha sido objeto de estudios
microbiolégicos ambientales, cuando una bacteria crece en concentraciones altas
de Pb+2 mas que otras. Sin embargo todavia es confuso si los mecanismos de
resistencia al plomo son individuales o son diferentes en diferentes tipos de

bacterias.
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Hypersensitivity to Pb (II)
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Figura 3. Genes que confieren resistencia al plomo para un microorganismo
especifico, R-metallidurans de tipo CH34.

La secuencia de los genes del ADN de resistencia al plomo
proporciona una interpretacion considerable (fig 3) (Borremans B, y col, 2001). El
sexto gen de la region de resistencia al plomo esta organizado por dos operones
divergentes (reaccidén en cadena) de transcripcion (fig 3). Un operador/ promotor
de region (con 19 nucledtidos entre el -10 y 35- unidas a la RNA polimerasa
motivadas) unido, actua favorablemente (MerR-tipico like) con PbrR originado en
el medio (fig 3) como es de suponerse en la posicion bidimensional de la
transcripcion.

En la transcripcidn de izquierda a derecha es sintetizada la induccion adicionada
en plomo (Borremans B, 2001).

La PbrABCD es co-transcriptor para un solo mRNA. La unién de PbrR para el DNA
promotor tiene en un solo sitio que tiene preferencia por Pb+2 por encima de otros

cationes divalentes incluyendo el Zn+2 (Chen P, 2005).

El principal gen productor de PbrT parece ser una proteina de membrana de la
clase de las “permeasas”, ésta puede transportar hacia fuera el plomo (captacion).
PbrD parece ser una proteina intracelular unida a plomo. Esta secuencia contiene
una cis potencialmente rica unida al metal (cis-X7-cis-cis-X7-cis-X7-His-X14-cis) y la
unién con el metal en la regién de PbrD contiene un gran numero de residuos de

Pro y Ser entre los residuos de Cis. La eliminacion del gen PbrD baja la
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acumulacién de plomo a los niveles de células sensibles (Borremans B, Hobman
JL, Provoost A, Brown NL, van der Lelie D, 2001).

Los genes de extrema derecha y extrema izquierda codifican un mecanismo de
resistencia basado en una expulsion (eflujo) seguido por secuencias intracelulares.
El primer gen que esta en el operon PbrABCD es PbrA codifica un amplio grupo
de tipos-P de la familia de las ATPasa de la cis-pro-cis que bombea hacia fuera el
metal libre (Midigan MT 2003).

La PbrA ATPasa tipo-P, comparte otra secuencia con caracteristicas
generales de todos los tipos-P de ATPasas incluyendo al Ca+? que introduce la
ATPasa. PbrB pronosticado como una lipoproteina de membrana, esta indicado
para ayudar a la eliminacion del plomo que es bombeado por PbrA en el
compartimiento periplasmico. PbrC puede sefalar peptidasas que remueven los
péptidos de una proteina resistente al plomo transportada hacia el espacio

periplasmico, probablemente PbrB.

b) RESISTENCIA, TRANSPORTE Y HOMEOSTASIS DEL COBRE.

Segun Nies la accién del cobre es semejante a la del mercurio el cual es
muy téxico para E.coli. Estudios realizados indican que la E. coli es resistente al
cobre a una concentracién de 250 ym/ml (Marine, 1994)

El cobre tiene dos formas de cationes, Cu+? y Cu+ que quimicamente se
reducen, éstos tienen una union cercana para el equilibrio entre el transporte y

homeostasis.

En medio aerdbico el Cu+? es mas abundante cuando es extracelular y es
menos toxico el Cu+ si es intracelular (aunque no para un catién libre). No se
puede reducir de Cu+? a Cu+, si esto ocurre en la superficie de las células antes
del transporte, o unidos en la entrada de la membrana citoplasmatica externa. Sin
embargo se cree que lo que actua en células internas es unicamente el cation
Cu+ del cobre (S. silver, 2003).

VM NH 26 QF®




SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS Y METALES PESADOS EN AISLADOS CLINICOS DE Escherichia coli

E.coli crece en rangos milimolares de Cu+?, en comparaciéon con
Cianobacter, una clase diferente de bacterias Gram negativas, que se inhibe con
concentraciones micromolares bajas. Esto ademas es confuso en condiciones de

resistencia y bombas de eflujo.

La MIC de cobre para E. coli en medio TMYG es 1mM, como Co+? Y Ni+?,
sin embargo, muchos organismos son mas sensibles a cobre (Gorden y col.
1994).La toxicidad del cobre es basica en la produccién de radicales hidroperoxido
(Rodriguez, Montelongo y col 1993) y en interaccion con las células de membrana
(Suwalsky y col., 1998). Cuando extiende sustratos para Cu+ y Ag+ estan
divididos en un solo sistema o separados el ion Cu+ y el ion Ag+, funcionalmente
ocurren en sistemas resistentes, cuando algunos son reconocidos y atraviesan la
membrana (Silver S 2003; Rensing C, Grass G 2003)

Esxclhrericltia coli
Cu'’ = 1

0;%/

Cu” CusCFBA —H"

P

Figura 4. Actual opinién del transporte y resistencia del cobre en E. coli
(Rensing C, y col, 2003)

En el espacio periplasmico extracelular de las Gram negativas como E.
coli, se encuentran los multicomponente del sistema de eflujo de trasporte como
son la CueO multi oxidasa de cobre y la CusCFBA (Singh SK, y col 2004), que
aparecen para proteger la célula (Rensing C, Grass G 2003;Franke S, Grass G,
Rensing C, Nies DH, 2003) (FIG 4).
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En el estudio del metabolismo de cobre bacteriolégico de E. coli con los
usuales mecanismos (captacion), se descubrié que el tipico catién del cobre y el
cobre intracelular para el movimiento no tienen enzimas especificas conocidas
(Rensing C, Grass G 2003). A pesar de que el CopA P-tipo ATPasa (fig 3) tiene
las propiedades caracteristicas de un cation de metal ligero en eflujo, la ATPasa
tratada primero con el CadA de cadmio eflujo ATPasa, le falta la secuencia
completa que proporcione la interpretacion de Cu+ especificamente para CupA
que contrasta con Cd+ especificamente con CadA o captacion (fig 3).

El sistema CusCFBA confiere resistencia a Ag+? pero no para el Cu+. La
proteina similar CusCFBA secuencial tiene cerca de la SilCFBA un gen productor
confiriendo resistencia a Ag+® que fortalece la idea de la clase de cationes
monovalentes del sistema RND (Gupta A, y col 1999).

El pequeno gen adicional cusF encodes, es una pequefa proteina que se
separa de la serie dirigente y se establece en el periplasma. CusF es ideal para
las funciones que tiene una “chaperona” del periplasma, una proteina unida al
Cu+ para la bomba de eflujo de CusCBA con un solo catién cobre delimitado con
participacion de residuos de metionina M69 y M71. Algunas cepas de E.coli tienen
un plasmido adicional en el sistema de resistencia del cobre (Brown NL y col,
1995); examinado por Cooksey, Rensing y Grass con genes homologos también
establecidos en R.metallidurans CH34 (Mergeay M y col, 2003).

Los plasmidos pco determinantes son ideales para moderar uniones
periplasmicas y oxidacidon por exceso de cationes cobre llevados
transmembranalmente.

La funcion del cobre en la citocromo c oxidasa ilustra la importancia del
cobre para todos los organismos aerobios. Sin embargo, los radicales esperados
del cobre para este caracter son también muy toxicos.

CopA es la ATPasa de eflujo de tipo-P de E. coli (fig 3) responsable de
mantener el cobre intracelular a bajas concentraciones, de manera que un solo
Cu+ no presenta desequilibrio y prefiere una cinética unidireccional donde hay un

equilibrio dominante y homeostasis en las concentraciones de cobre.
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c) RESISTENCIA A PLATA
La toxicidad de la plata lo hace un elemento poco atractivo que deja huella,
pero este ha sido usado desde un largo tiempo como un agente antimicrobiano

(Slawson y col, 1992).

En la mayoria de las ciudades, el primer contacto de un nifio recién nacido
es junto a una ligera gota de nitrato de plata en los ojos para prevenir infecciones
con cepas de Neisseria. Consecuentemente, se desarrolla la resistencia

bacteriana (Deshpande, y col, 1994).

Aunque reducida la acumulacion de la plata se observa resistencia
bacteriana, estas uniones también son siempre para otros complejos intracelulares
como el H2S y fosfato. El ion plata a una concentracién de 20uM es toxico en
E.coli (medioTMYG) (Nies, 2003).

Recientemente, algunas moléculas biologicas se han hecho resistentes. La

resistencia a plata en E.coli fue recientemente aclarada en Simon Silver’s Lab
(Gupta y col 1999).
La resistencia es catalizada por una tipo-RNA transportadora con extraordinaria
similitud al sistema Czc de A. eutrophus. Por consiguiente, la resistencia a plata
es en la mayoria de las bases de RNA-unidas traslapadas por eflujo en bacterias
Gram negativas, la ATPasa tipo-P eflujo participa cuando son compuestos
complejos y para compuestos intracelulares en organismos Gram positivos.

Los iones plata son sumamente toxicos para todos los microorganismos
talvez debido a la intoxicacion del transporte de electrones encadenado a la
respiracion y a los componentes de la replicacion del ADN. Recientemente se ha
examinado profundamente (Silver S, 2003). El sistema resistente Sil Ag+
estudiado mas profundamente es el plasmido de Salmonella pMG101 que
contiene nueve genes gobernantes Ag+ resistentes en estas 180 kb largas.

En un hospital de Chicago se colectaron bacterias al azar y aproximadamente 10

% presentaron plasmidos con genes de resistencia a Ag+ 2003).
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Los nueve genes que determinan la resistencia a la plata empiezan con el gen silE
que determina una pequefia proteina periplasmica unida al metal que no esta
relacionada a otros dominios de uniones polipeptidicas con el metal, excepto para
la pCOE polipéptido de la E.coli del sistema de resistencia al cobre (Gupta A, y col
2003) (fig 2).

SIlE es una proteina periplasmica unida al metal, ésta es purificada y moderada
por la plata unida a ella. SilS y SilR son supuestamente dos componentes de la
membrana que responden sensorial y transcripcionalmente, y SiICBA y SilP (fig 2)
son presumiblemente catidn-proton quimiostaticos de la Ag+ eflujo antiporter y
una ATPasa tipo-P, respectivamente (Gupta A., K, 2003)

Los componentes unidos a la plata son semejantes a biomasas microbianas,
proteinas, y clorhidratos. La resistencia a metales pesado incluyendo la resistencia
a plata se encuentra expuesta en el medio ambiente lo que podrian proporcionar
la seleccion (Siver, S., 2003).

La adicion de CI a una baja concentracién de plata incrementa la toxicidad
para la bacteria porque incrementa la permeabilidad de la membrana (Gutknecht,
J. 1981). Sin embargo, la mayoria de los reportes preliminares que se tienen y los
existentes de resistencia bacteriana a plata en clinica estan en duda
principalmente porque los efectos de los compuestos del medio ambiente son

factores de toxicidad y resistencia (Collins, Y. E., and G. Stotzky, 1987).

Tabla IV. Mecanismos y sistemas de resistencia bacteriana a metales pesados.

Toxic ions Ciene mnemonic Protein function

Hg” " and organomercurials mer Mercuric reductase and transport
A and AfOT), ars Arsenate reductise and lransport
Ay OH) aso Arsenite oxidase and transport
AsDj arr Respiratory arsenale reduciase
ca** i P-lype efflux ATPase

Ca‘t, zn™t, Co** £ze CBA efflux permease

Co®*, Nit* enr CBA efflux permenss

Nit*, Co't. nee CBA efflux permeass

NitT nre CBA efflux permease

[Cu™". Cu” cop and ped Copper resistance and Lransporl |
Crhy chr Chromare & ]

‘r"tp.: il Silver resistance and hinding
Ph™™ phr Lead resistance and efflux

Tel3™ tel, teh,or kil Tellurite resistance

(Silver, S; Le. T. Punhg, 2005)
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1.4 ASOCIACION DE LA RESISTENCIA METALES PESADOS-ANTIBIOTICOS

La contaminaciéon con metales pesados es un problema severo del medio
ambiente y se espera que incremente por las actividades industriales (ASM
Colloquium Report, 1999).

En los ultimos afios se ha descubierto que la asociacién entre la resistencia
a metales pesados y a la resistencia a antibioticos es notable (Burnes BS, 2003)
En algunos ejemplos la resistencia hacia metales es mediada por plasmidos, los
cuales determinan la resistencia a antibidticos. Estos también estan reportados
en un unico plasmido en E. coli que llevan genes por combinacion de propiedades
semejantes (Nakahara, H., T. y col. 1977).

Algunos estudios estas disefiados para asegurar propiedades bioquimicas
incluyendo resistencia a drogas y metales pesados en serogrupos de E. coli
(Barber, R. S., y col. 1955). Un estudio realizado en Brasil, indica que la
resistencia a metales esta asociada con la resistencia a antibidticos, ya que el
36% de las cepas de E. coli fueron resistentes a mas de un antibidtico y todas

resistentes a cobre, Zinc y mercurio. (Cadonha A. M. S, y col. 2004).
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Il. OBJETIVOS

I.1. Objetivo General:
Determinar la diversidad fisioléogica basada en la resistencia a antibiéticos y
metales de aislados clinicos de E.coli a partir de muestras de pacientes de

Morelia, Michoacan, México con enfermedades agudas.

I1.2. Objetivos Especifico

+« Evaluar la resistencia a antibiéticos de aislados de E. coli provenientes de

pacientes con diferentes diagndsticos clinicos.

% Determinar la resistencia a Cu, Pb y Ag de aislados clinicos de E. coli

« Establecer la posible relacion entre la resistencia a antibidticos vy la

resistencia a los metales probados.
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lll. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Pacientes con distintos diagndsticos clinicos

L L

Muestreo de heces Recopilacion de datos de

! | pacientes

Aislamiento de E.coli.

ﬂ' Sensibilidad a antibiéticos (antibiogramas)
Diversidad fisiologica

Sensibilidad a Metales Pesados

Figura 5. Representacion de la estrategia experimental.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1 Material Biolégico

Para este trabajo se utilizaron aislados de E.coli proporcionados por el
“Hospital General Regional Numero 17 (IMSS) de la Ciudad de Morelia,
Michoacan, México, provenientes de las heces de pacientes, con enfermedades
agudas y que presentaban infecciones gastrointestinales, de 8 a 74 afios,
sembradas en placas de Agar Nutritivo en estria masiva y en viales con agar

francés para su conservacion.
IV.2 MEDIOS DE CULTIVO

IV.2.1 AGAR NUTRITIVO (BD Bioxon"®).

Se utilizé para la conservacion de los aislados en Cajas de Petri y pruebas
de resistencia a metales, asi como pruebas de sensibilidad a antibidticos y se
prepard de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Se esterilizéd a 121°

C/15Ib/pulg? durante 15 minutos.

IV.2.2 AGAR FRANCES O STAB AGAR

Este medio para conservacion de cepas bacterianas se prepara agregando
a un litro de agua desionizada caldo nutritivo (BD Bioxon"?), 10 g; Cisteina
(SIGMA®), 10 mg; NaCl (J.T. Baker ©),5 g ; Timina (SIGMA®),10 mg; y agar
bacterioldgico (BD Bioxon"?), 6 g. Posteriormente se esteriliza a 121°C/15Ib /pulg?
. Finalmente se vacia en crioviales de 2.0 ml hasta 2/3 de su volumen. La
conservacion de las cepas se realizé sembrando en agar francés por picadura e
incubando a 37°C por 24 horas, observandose después crecimiento en la linea de

picadura.
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IV.3 ENSAYOS DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS
La susceptibilidad de las bacterias a los agentes antimicrobianos probados
fue determinada por el método de difusion con disco, recomendada por el NCCLS

(National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1990), con multidiscos

antimicrobianos comerciales (Multidiscos Gram negativos, BIO-RAD). Los
multidiscos usados en el estudio se muestras en la tabla V asi mismo se muestra

el valor para el halo de inhibicion.

Con un hisopo estéril de algoddn, se toca una colonia previamente aislada y
a continuacién, en una placa nueva, se estria en tres direcciones sobre la totalidad
de la superficie de agar nutritivo , para obtener un inoculo uniforme; al finalizar se
efectia un ultimo barrido del hisopo sobre el reborde de la caja de Petri y el agar
nutritivo , cuando el inéculo se ha secado (de 3 a 5 min) se procede a colocar el
multidisco el cual se toma con pinza estéril y se coloca presionando ligeramente
en el medio en un tiempo menor de 15 min después de haber inoculado la placa.
Después de 15 min de haber colocado el multidisco, la caja de Petri se invierte y
se incuba a 37 °C por un tiempo de 16 a 18 horas. Tras la incubacion, se anota la
presencia y el tamano de las zonas de inhibicién alrededor de los discos. Las
zonas que se ven sobre la placa se miden y se comparan con datos estandar para
establecer si el aislado es verdaderamente sensible a un determinado antibiotico
(Método Kirby Bauer)

IV.3.1 TECNICA PARA DETERMINAR SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

La sensibilidad frente a un antibidtico se determin6 de acuerdo al método de
kirby-Bauer que consiste en Inocular una placa con agar nutritrivo, distribuyendo
una muestra de cultivo uniformemente por toda la superficie del agar y después
colocando sobre la placa discos de papel filtro con sensidiscos (Gram negativos,

BIO-RAD) una concentracion conocida de distintos antimicrobianos.
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Tabla V. Antibiéticos y concentraciones utilizadas para el estudio

Antibiotico concentracion R | MS S
AMIKACINA 30 mcg <14 15--16 >17
AMPICILINA 10 mcg <11 12 --13 >14
CARBENICILINA 100 mcg <17 18 --22 >23
CEFALOTINA 30 mcg <14 15 --17 >18
CEFOTAXIMA 30 mcg <14 15-22 >23
CEFTRIAXONA 30 mcg <13 14 -20 >21
CLORAMFENICOL 30 mcg <12 13--17 >18
GENTAMICINA 10 mcg <12 13--14 >15
NETILMICINA 30 mcg <12 13--14 >15
NITROFURANTOINA 300 mc <14 15--16 >17
PEFLOXACINA 5 mcg <14 15 --22 >23
TRIMETROPRIM

SULFAMATAZOL 30mcg <10 11--15 >16

Resistente(R), Intermedio (l), Medianamente Sensible (MS), Sensible(S

IV.4 ENSAYOS DE SENSIBILIDAD A METALES PESADO
V.4.1 PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK

Este ensayo se realiza, preparando primeramente una solucion concentrada
(stock) de los metales pesados como son: Sulfato de cobre pentahidratado
0.1g/ml (CuS0O4.5H20 J.T BAKER ®), Nitrato de plomo 0.1M (Pb(NO3)2 J.T
BAKER ®), Nitrato de plata 0.1M ( AgNOs J.T BAKER ® ). Las soluciones se
esterilizan por filtracion a través de membranas de 0.45um y se conserva en
frascos ambar a 4° C por no mas de 7 dias (Barber, R. S., R. Braude, K. G.
Mitchell, and J. Cassidy. 1955).

IV.4.2 DETERMINACION DE RESISTENCIA A METALES PESADOS

La determinacion de la resistencia a metales pesados se lleva a cabo por
duplicado cajas de Petri con agar nutritivo que contiene diferentes concentraciones
del metal. La temperatura del medio y la de la solucion stock debe ser la misma,
se mezclan y se llenan las placas de Petri, rotuladas con la concentracion y metal
correspondiente, con un hisopo estérii de algodén, se toca una colonia
previamente aislada y se procede a inocular en estria en cuatro direcciones

sobre la totalidad de la superficie de agar, para obtener un inoculo uniforme. Se
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invierte la placa y se incuba a 37 °C por un tiempo de 24 horas. Si se observa
crecimiento, la cepa es resistente y se procede a realizar otra prueba con una
concentracion mayor, hasta que ya no halla crecimiento de la cepa, entonces se
determina la sensibilidad o resistencia. Esto para cada metal (Norma M. y col
1984).Las concentraciones utilizadas para cada metal fueron las siguientes:
AgNO3, 100mM y 250mn; Pb(NOs)2, 0.5, 1, 10, 20, 40 y 50mN; CuS04-5H20,
100,250,400,500,600, 700 y 800ug/ml.
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V. RESULTADOS

V.| RECOLECCION DE MUESTRAS
El total de muestras recolectadas fue de 40, de noviembre de 2004 a abril de 2005
(Figura 6).

@23%

@ 44%

m20%
00% m13%

B NOVIEMBRE mDICIEMBRE OENERO OFEBRERO mMARZO mABRIL

Figura 6. Distribucién del porcentaje de muestras recolectadas por mes.

V.2. Descripcion de la poblacion estudiada.

En primera instancia se realizé un analisis de la poblacion total de pacientes
incluidos en el presente estudio. Se colectaron un total de 40 aislados clinicos de
pacientes con de los cuales 17 (43%) pertenecen a pacientes del género
masculino, y 23 (57%) al género femenino (Figura 6).

| 43%

@ 57%

@ Femenino @ Masculino

Figura 7. Distribucion del género de los pacientes.

m0% - §2%

@ 13%
m 33% m 13%
0 39%
@ Nifos (2) B Adolescentes (2) O Adulto Joven(6)
B Adultos Mayores(5) | Vejez(0) @ND (1)

Figura 8. Distribuciéon de edades de pacientes del género masculinos. Nifios (0-12afios), adolescentes (12-18

afos), adulto joven (18-40 afnos), adulto mayor (40-65 afos), vejez (65 6 mas afos).
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Los limites de edad oscilaron entre nifios de 8 afios hasta adultos mayores, 62
anos. La mayor proporcién fue de adultos jovenes (39%), seguida de adultos
mayores (33%), adolescentes (13%), nifios (13%), mientras que la menor
proporcion fue de edad desconocida, con 2% y no se presentaron pacientes en la

edad de la vejez.

m13% B2% m9% goy

013%
0 54%
@ Nifios (2) B Adolescentes(2) O Adulto Joven (3)
O Adultos Mayores (13) B Vejez (3) aND (1)

Figura 9. Distribucion de edades de pacientes del género femenino. Nifios (0-12 afos), adolescentes (12-18 afios),

adulto joven (18-40 aiios), adulto mayor (40-65 afos), vejez (65 6 mas afos).

Los limites de edad fueron dentro de un rango mayor ya que el limite menor
fue de nifos de 9 afios hasta adultos mayores, 74 afios. La mayor proporcién fue
de adultos mayores (54%) seguida de adultos jovenes (13%), vejez (13%),
adolescentes y nifios (8% respectivamente), mientras que la menor proporcion fue

de edad desconocida, con 2%.

TABLA VI. Diagnéstico de pacientes

Diagnostico No de casos | Diagnostico No de casos
Cefalea en estudio 3 Linfoma no H 1

Colitis 1 Lupus 2
Colitis pos-radiacion 1 ND 13
Desnutricion por Ascaris 1 Podislipidemia 1
Enfermedad por Reflujo Gastro esofagico 5 Rinitis Alérgica 2
Enteritis 7 Sindrome Febril 1
Insuficiencia Renal Cronica 1 Urticaria 1

ND; no determinado;
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V.3. Ensayo de sensibilidad a antibiéticos.
TABLA VIi. RESULTADO DE ANTIBIOGRAMAS

CEPA AK AM CBX CF CTX CRO CL GE NET NF PEF SXT
1 S S S S S S S S S S S S
2 S S S R R R S S R R R R
3 S S S S S S S S S S S S
4 S R S S S S S S R S R S
5 Ms R R S MS S R R R R R R
6 Ms R R S S S S R R S R R
7 S S R | Ms MS S I R | | S
8 S S S S S S S | S S R S
9 S R R | Ms S S | | S | S
10 S S | S S S S R R S S S
1 S S S S S S S R S S S S
19 S R S S S R S S S S S S
21 S R R R R R S R S S R S
22 R R S R S R S R R S R R
23 R R R R R | R R R R R R
24 | R R | S S S R | S | R
25 S | S R S S S R | S S S
26 S S R S S S S S S R | S
27 | S | S Ms S S R R | | R
29 S S S S S S S R S S S S
32 R S S S S S S S S R | S
33 S R R R R R S S S S S R
35 S S S S R S S R R R R S
37 R S S | S R R R R S | S
38 R R | | Ms R S R R S | R
39 S R R R MS S S | S S S R
40 S S | R S S R S S S S
41 R R S S R S S S S | | R
42 Ms R R R Ms S S R R | R R
43 S S S S S S S S S S S S
44 | R R | S S S | R S R R
45 R R R S S S S R S S | R
46 R S R | R R S R R R R R
47 | R R | S MS S | | S S R
48 R R R R R R R R R S R R
49 | R R R R MS | R R R R R
50 | R R | R R S R R R R R
52 R R R R R S S R R R R R
54 R R R R R R R R R S R R
55 R R R R R MS R | S S R R

(AK) Amikacina; (AM) Ampicilina; (CBX) Carbenicilina; (CF) Cefalotina; (CTX) Cefotaxima; (CRO) Ceftriaxona; (CL)
Cloranfenicol; (GE) Gentamicina; (NET) Netilmicina; (NF) Nitrofurantoina; (PEF) Pefloxacina; (SXT) Trimetroprim-
sulfametaxazol. (R) Resistente; (1) Intermedio; (MS) Moderadamente sensible; (S) Sensible.
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40%
° 47%
11% 2%

O SENSIBLES m MOD. SENSIBLE O INTERMEDIO O RESISTENTES

Figura 10. Distribucion general de la resistencia y sensibilidad presentada por aislados de
E. coli a antibiéticos.

Tabla VIII. Distribuciéon porcentual de Sensibilidad a antibiéticos

ANTIBIOTICO R (%) I (%) MS (%) S (%)
AMIKACINA 30 15 8 47
AMPICILINA 57 3 0 40
CARBENICILINA 52 10 0 38
CEFALOTINA 35 25 0 40
CEFOTAXIMA 32 18 3 47
CEFTRIAXONA 28 3 10 59
CLORANFENICOL 15 3 0 82
GENTAMICINA 57 18 0 25
NETILMICINA 50 10 0 40
NITROFURANTOINA 23 10 0 67
PEFLOXACINA 45 25 0 30
TMP SXT 55 0 0 45

(R) Resistente; (1) Intermedio; (MS) Moderadamente sensible; (S) Sensible

A B

Figura 11. Antibiogramas con aislados de E.coli. Sensibilidad (A); Resistencia (B).

En esta figura se observa como es inhibido el crecimiento de un aislado de E. coli
por los diferentes antimicrobianos (A); el aislado presenta resistencia ala mayoria

de los antimicrobianos (B).
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V. 4. Ensayo de sensibilidad a Metales Pesados

V. 4.1 Sensibilidad presentada por aislados de E. coli a cobre.

Tabla IX. Frecuencia de resistencia en aislados de E. coli a cobre

10 20 30 40 50 60 70
AISLADO 100pg/ml 250pug/ml 400pug/ml 500pg/mi 600pg/mi 700pg/ml 800pg/mi

1 R R | MS MS S S
2 R R MS MS S S S
3 R R | S S S S
4 R R MS S S S S
5 R R MS MS S S S
6 R R S S S S S
7 R S S S S S S
8 R R R R 1 S S
9 R R | S S S S
10 R MS S S S S S
11 R | S S S S S
21 R MS S S S S S
22 R MS S S S S S
23 R | S S S S S
24 R R | S S S S
25 R R MS S S S S
26 R | S S S S S
27 R | S S S S S
29 R R MS S S S S
32 R R | S S S S
33 R S S S S S S
35 R | MS MS S S S
37 R MS MS MS S S S
38 R | MS MS S S S
39 R R R | 1 S S
40 R R R MS S S S
1 R R | MS S S S
42 R R | MS MS S S
43 R R R 1 1 MS S
44 R R R S S S S
45 R | MS S S S S
46 R | MS MS S S S
47 R | MS S S S S
48 R R R R R 1 S
49 R MS S S S S S
50 R MS S S S S S
52 R R | MS MS MS S
54 R R R R R 1 S
55 R MS S S S S S

R, Resistencia (+++ = 100%); I, Intermedio (++= 66.6%); MS, Moderadamente Sensible (+=33.3%); S, Sensible (-)
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Crecimiento aislados (%)

En la figura anterior se observa la disminucién del

Tabla X. Representaciéon Porcentual de la sensibilidad a cobre

C (ug/ml) R (%) | (%) MS (%) S (%)
100 100 0 0 0
250 52 25 18 5
400 18 23 27 32
500 8 5 30 57
600 5 8 8 79
700 0 5 5 90
800 0 0 0 100

(C) Concentracion (R) Resistente; (1) Intermedio; (MS) Moderadamente sensible; (S) Sensible

100

Figura 12. Representacion de la inhibicion del crecimiento bacteriano por el cobre.

concentracion del metal.

250

400 500

600

Concentracién cobre (ug/ml)

700

800

crecimiento bacteriano, al aumentar la

E

Figura 13. Resistencia presentada por un aislado de E. Coli a CuSO4 -5H20. Concentracion:

100pg/ml (A); 250ug/ml (B); 4000pg/ml (C); 500ug/ml (D); 600pg/ml (E); 700pg/ml (F); 800ug/ml
(G).

F
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V.4.2. Representacion de resistencia presentada a plomo por aislados de E.

Coli

Tabla XI. Frecuencia de resistencia en aislados de E. coli a plomo

1° 20 3o 40 50 6°
Mtra 0.5Mm 1mM 10mM 20mM 40mM 50mM

1 R | | MS S S
2 R | | MS S S
3 R | | MS S S
4 R | 1 MS S S
5 R | 1 MS S S
6 R | 1 1 S S
7 R | 1 MS S S
8 R MS S S S S
9 R MS S S S S
10 R S S S S S
11 R MS | MS S S
19 R | 1 MS S S
21 R MS 1 MS S S
22 R S S S S S
23 R S S S S S
24 R S S S S S
25 R MS MS MS S S
26 R R S S S S
27 R MS S S S S
29 R R S S S S
32 R S S S S S
33 R MS MS MS S S
35 R MS MS MS MS S
37 R MS MS MS S S
38 R R MS MS S S
39 R S S S S S
40 R R MS MS MS S
41 R R S S S S
42 R MS S S S S
43 R MS MS S S S
44 R | S S S S
45 R MS MS MS MS S
46 R MS MS MS MS S
47 R MS MS MS S S
48 R MS MS MS S S
49 R | 1 MS S S
50 R | MS MS S S
52 R MS MS MS S S
54 R | MS MS S S
55 R | MS MS S S

R, Resistencia (+++ = 100%); I, Intermedio (++= 66.6%); MS, Moderadamente Sensible

(+=33.3%); S, Sensible (-)
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En la tabla anterior, nos representa el comportamiento de los aislados frente a
plomo, notese, que al aumentar la concentracion disminuye la resistencia, hasta
llegar a ser totalmente sensibles. Los valores | y MS nos indican que hay

crecimiento, pero no son totalmente sensibles.

Tabla XIl. Representaciéon porcentual de la Sensibilidad a Plomo

C (mM) R (%) | (%) MS (%) S (%)
1 13 33 39 15
10 0 28 37 35
20 0 3 60 15
40 0 0 10 90
C, Concentracion; R, Resistencia (+++ = 100%); I, Intermedio (++= 66.6%); MS, Moderadamente Sensible (+=33.3%); S,
Sensible (-).

Figura 14. Resistencia y sensibilidad presentada por un aislado de E.coli a plomo. 0.5mM
(A); 1mM (B); 10Mm (c); 20mM (D); 40mM (E).
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105 -

90 -
75
60 -
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Crecimiento aislado (%)

15

0.5 1 10 20 40 50

Concentracién Plomo (mM)

Figura 15. Representacion de la inhibicion del crecimiento por el plomo

V. 4.3. Prueba de sensibilidad en aislados de E. coli con plata.

Para esta prueba se inicié con concentraciones por arriba de 0.25mM, y los todos
los aislados fueron sensibles, se bajo la concentracion hasta 0.100mM y todos los
aislados presentaron resistencia, con este intento termino el estudio. Como
sabemos la plata es sumamente téxica para E. coli y concentraciones tan
elevadas inhiben el crecimiento. Por cuestion de tiempo no se realizaron pruebas
en el rango de 0.100- 0.200mM. Por esta razén se recomienda trabajar

primeramente con concentraciones dentro del rango sefialado.

A B

Figura 16. Resistencia y sensibilidad presentada por un aislado de E.coli a plata.
Concentracion: 0.1mM resistente (A); 0.25mM sensible (B).
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Tabla Xlll. Concentracion Maxima de crecimiento

AISLADO COBRE (ug/ml) PLOMO (mM) PLATA (mM)
1 600 20 100
2 500 20 100
3 400 20 100
4 400 20 100
5 500 20 100
6 250 20 100
7 100 20 100
8 600 1 100
9 400 1 100
10 250 0.5 100
11 250 20 100
19 500 20 100

21 250 20 100
22 250 20 100
23 250 20 100
24 400 20 100
25 400 20 100
26 250 20 100
27 250 20 100
29 400 20 100
32 400 20 100
33 100 20 100
35 500 40 100
37 500 20 100
38 500 20 100
39 600 20 100
40 500 40 100
41 500 20 100
42 600 20 100
43 700 20 100
44 400 20 100
45 400 40 100
46 500 40 100
47 400 20 100
48 700 20 100
49 400 20 100
50 400 20 100
52 700 20 100
54 700 20 100
55 250 20 100
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V.4.4 RELACION METALES PESADOS- ANTIBIOTICOS

Para determinar si la resistencia de los aislados es la misma para metales
pesados y antibidticos, se debe relacionar ambos resultados y asi comprobar si la
resistencia esta relacionada o cada aislado se comportan de diferente manera
ante los antibidticos y metales pesados. A continuacion se presentan graficas de

esta relacion.

| 57%

@ Resistencia | Sensibilidad

Figura 17. Distribucion de la resistencia cobre-antibiéticos de aislados de E. coli

La resistencia presentada por los aislados de E.coli no fue la misma en
antibiogramas y metales pesados, ya que solo el 43% de los aislados presento
resistencia en ambas pruebas y el 57% presento una misma sensibilidad. Para
determinar esta resistencia se determino que el valor a considerar seria si el
aislado presentara resistencia a mas de 6 antibioticos y concentraciones mayores

o iguales a 400ug/ml.

m 50% m 50%

@ Resistencia | Sensibilidad

Figura 18. Distribucién de la resistencia plomo-antibiético en aislados de E. coli.

Evidentemente el comportamiento de los aislados frente al metal y a los
antibidticos es semejante ya que el porcentaje es el mismo tanto para resistencia
como para sensibilidad. Aqui se tomo en cuenta la resistencia presentada a 20mM
y 40mM, para los antibiéticos debian ser resistentes a mas de 5 antibioticos para

considerarse la relacion.
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@ 13%

0 73%

@ Resistencia W Sensibilidad 0O No Coincide

Figura 19. Distribucidn de resistencia plomo- cobre en aislados de E.coli

Solo unos cuantos aislados presentaron resistencia (13%) en la prueba con
ambos metales (Pb(NO3)2-CuSO4) al igual para la sensibilidad (14%), el 73%
corresponde a asilados que no coinciden ni con la resistencia ni la sensibilidad de
cada metal. Se tomo en cuenta que un mismo aislado presentara resistencia a

20mM, 40mM y a partir de 400ug/ml respectivamente.

@ 8%

0 74%

m Resistencia m Sensibilidad 00 No Coincide

Figura 20. Distribucién de resistencia Plomo-Cobre-Antibiético en aislados de E.coli.

La resistencia en las tres pruebas solo coincidi®é en pocos aislados (8%), la
sensibilidad se presento en un porcentaje mayor (18%) y en el mayor porcentaje
se encuentran englobados los aislados que no coincidieron en ninguna prueba.
Para obtener estos valores se tomo en cuenta que para el CUSO4 los aislados
presentaran resistencia a 400ug/ml o una concentracion mayor; en Pb(NO3)2

concentracion de 40mM y que presentaran resistencia a 6 o mas antibiéticos.
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VI. DISCUSION

Los aislados utilizados para este estudio provienen de pacientes femeninos y
masculinos, con edades que van desde los 9 afios hasta 74 afos y 8 afos a 62
afos, respectivamente, con diagnosticos variados y todos provienen de una
Institucién de salud publica de Morelia, a la cual acuden personas de la region,
l6gicamente con diferentes formas de vida, probablemente algunos de ellos tienen
mas contacto con metales pesados y/o con antibiéticos que otros. Estos datos nos
pueden llevar a generar una hipotesis, sobre la distribuciéon de la sensibilidad a
metales pesados y a antibidticos, esta hipdtesis sugiere que por ser pacientes con
tratamientos prolongados en algunos casos, la resistencia seria multiple. Ahora
analizaremos cada prueba.

El amplio uso de antibidticos es la razén principal para un incremento en la
resistencia a antibioticos. La prevalencia de la resistencia de E. coli a ampicilina,
uno de los antibiéticos mas comunmente usados, se ha estudiado, encontrandose
alta resistencia no solo a este antibiético sino a E, Gm, CI, ( Liliana Benavides,et,
al., 2005). Nuestros aislados mostraron multirresistencia a antibioticos pero a
diferencia de los reportado para aislados clinicos de E. coli que mostraron
resistencia del 80% a ampicilina (AM), ciprofloxaxina (Cip), amikacina (Ak),
cefalotina (Cf), piperinicilina (Pip) y trometroprim-sulfametaxazol (T/S) (Liliana
Benavides,et, al., 2005), los aislados que se estudiaron aqui muestran resistencia
a lagunos de estos y a otros que no se han reportado, ademas el nivel de
sensibilidad también fue diferente.

El 57% de los aislados mostro resistencia a ampicilina y gentamicina, que
es cercano al reportado por J Lin en el 2003(46.5%) para E. coli, este antibiotico
inhibe la sintesis de la pared celular de las bacterias gram negativas. Sin embargo
la diferencia en el grado de resistencia entre los aislados puede deberse a
resistencia intrinseca o bien a un mecanismo de resistencia adquirida (Fouces,
1999).

Los aislados que se utilizaron para el presente estudio pertenecian a pacientes
con diferentes diagndsticos clinicos, que al realizarles un estudios de laboratorio,

en especifico, un coprocultivo, se observo el crecimiento de la E.coli, a la cual se
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le aislé para realizar los estudios de sensibilidad a antibidticos a metales pesados.
Segun Harnett M. Norma, la resistencia metales pesados es mediada por los
mismos plasmidos que determinan la resistencia a antimicrobianos, por tal razén
se creeria que los aislados con resistencia a antibioticos presentarian resistencia a
metales pesados.

Nuestros resultados indican que: del 100% de los aislados solo el 40% presento
multirresistencia yel 47% fueron sensibles. Por lo tanto, mas o menos la mitad de
los pacientes probablemente ya habia tenido contacto con los antibi6ticos lo que
motivo probable de resistencia.

Respecto a la resistencia por antibiético la ampicilina (AM) y gentamicina (GE) con
un 57% cada una, seguida de trimetroprim-sulfametaxazol (TMP-SXT ) con el
55%, carbenicilina (CBX) 52% , netilmicina (NET) 50%, pefloxacina (PEF)
45%,tuvieron el mayor numero de aislados resistentes, seguidos de la cefalotina
(CF) 35%, cefotaxima (CTX) 32%, amikacina (AK) 30%; entre los que se presento
menor resistencia estan ceftriaxona (CRO) 28%, nitrofurantoina (NF) 23%,
cloranfenicol (CL) 15%. Como se observa la mayor resistencia es hacia los
antibidticos que se prescriben comunmente sobre todo en hospitales y clinicas
publicas como medicamento de primera eleccion, donde la mayoria de los
pacientes no terminan sus tratamientos lo que trae como consecuencia la
resistencia bacteriana (Brock 2003), el porcentaje menor es antibiéticos menos
prescritos o de tercera generacion como la cefalotina.

Si la ampicilina (AM), gentamicina (GE), trimetroprim-sulfametaxazol (TMP-SXT ),
carbenicilina (CBX) , netilmicina (NET) y pefloxacina (PEF) obtuvieron el mayor
porcentaje de resistencia seria l6gico que obtuvieran el menor porcentaje de
sensibilidad, pero no fue asi, ya que algunos aislados también presentaron una
sensibilidad moderada y un valor intermedio indicado en control. El cloranfenicol
(CL) 82%, nitrofurantoina (NF) 67%, ceftriaxona (CRO) 59%, cefotaxima (CTX)
47% y amikacina (AK) 47% coinciden con ser los de menor resistencia y mayor
sensibiliad, pero trimetroprim-sulfametaxazol (TMP-SXT ) 45%, netilmicina (NET)
40%, ampicilina (AM) 40%, cefalotina (CF) 40% carbenicilina (CBX) 38%,
pefloxacina (PEF) 30%, y gentamicina (GE) 25%, presentaron un alto numero de
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aislados resistentes, pero no sensibles, es decir, que algunos aislados fueron
moderadamente sensibles u obtuvieron un halo de inhibicion que equivale a
intermedio.

La mayoria de las infecciones gastrointestinales son causadas por la E. coli y la
lucha por controlar estas enfermedades, ahora se encuentra con un gran
problema, la resistencia de las bacterias no sélo es hacia los antibi6ticos, también
a los metales pesados, por tal razén en los ultimos afos el estudio de la
resistencia a metales pesados a sido de gran interés ya que los plasmidos que la
generan también participan en la resistencia a metales pesados (Nies, 2003).

El 52% de los aislados tratados presento resistencia a sulfato de cobre a una
concentracion de 250ug/ml, al incremento la concentracion a 400ug/ml solo el
18% presento resistencia, nuevamente se aumento la concentracion a 500ug/ml,
pero solo el 3% de los aislados fue sensible, este 5% se trato a una concentracién
de 600ug/ml, solo disminuyé el crecimiento, finalmente a 800ug/ml los aislados
fueron totalmente sensibles, esto coincide con lo reportado por Cardona M. S.
Angela , 2004 donde la E. coli es resistente a 250ug/ml. EL cobre es considerado
dentro de los metales de alta toxicidad y participa activamente en la cadenas
respiratoria.

La resistencia a plomo se observo a TmM en el 13% de los aislados, es sensible a
10mM pero aun se observo crecimiento, la sensibilidad total se presento hasta una
concentracion de 50mM, en el estudio realizado por Harnett, 1984 sefnala que la
E. coli es sensible a 10mM, pero nuestros aislados resistieron a una
concentracion de 40mM.

Sin lugar a duda, la plata es uno de los cationes de metales mas téxicos, pero
todas las personas estamos en contacto diario con este cation, se usa como
agente antimicrobiano para la higiene, en agricultura e industria (Gupta y Sliver
1998), este y otros contactos como las amalgamas son la causa de que se genere
resistencia a la plata. En este estudio, el 100% de los aislados presento
resistencia a 0.100mM y sensibilidad a 0.250mM, el rango es corto pero al parecer

la CMI, esta dentro de este rango, el resultado concuerda con lo reportado por
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Gupta Amit, 1998, donde indica que la E. coli es sensible al ion Ag+ a partir de
0.200mM.

Para confirmar si la resistencia a metales pesados esta relacionada con la
resistencia a antibidticos, se realizaron varios andlisis sobre esta resistencia. En
primer lugar, los aislados presentaron un grado de resistencia elevado, mucho
mayor al reportado, al enfrentarlo con los resultados de antibiogramas, el 57%
presento sensibilidad a ambas pruebas y 43% fueron resistentes. Se tomaron los
aislados resistentes a 400ug/ml 6 mas y resistentes a 6 6 mas antibidticos.

Es segundo lugar, se realizo el estudio entre la resistencia a plomo y a
antibidticos, tomando en cuenta los aislados resistentes a 20 y 40mM y 5
antibidticos, se presento un 50% de resistencia e igual de sensibilidad. Al parecer
la resistencia esta mas asociada con plomo.

En el tercer estudio, se analizaron los resultados arrojados de las pruebas de
sensibilidad a cobre y plomo, el 13% de los aislados presento resistencia ambos
metales, y 14% fueron sensibles, ya que se tomo en cuenta que un mismo aislado
fuera sensible o resistente a ambos metales, para cobre a partir de 400ug/ml y
plomo 20 y 40mM. En el 73%, los aislados, no coincidieron en sensibilidad ni en
resistencia.

Por ultimo, la relacion mas importante es si hay asociacion entre la resistencia a
metales y a antibioticos. En nuestro estudio sélo el 8% de los aislados presento
resistencia multiple, el 18% fue sensible en ambas pruebas y 74% no coincidi6. Se
considero para cobre 400ug/ml, plomo 40mM y 6 6 mas antibiéticos. Nuestros
resultados coinciden con trabajos anteriores que indican que en E. coli la
resistencia a antibiéticos suele ir asociada a la resistencia a metales pesados.
(Int. Microbiol 2004: 7(3): 213-218; Cardona Angela M. S, Vieiria, y col , 2004)
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VII. CONCLUSIONES.

% La resistencia fue notable, soélo el 5% de los aislados fue sensible a todo los

0

antibidticos y el 95% presento multiple resistencia.

%* Se logro encontrar la concentracion maxima de crecimiento de cada
aislado con dos de los tres metales probados.

% La prueba con plata debe realizarse a concentraciones menores de

0

0.200mM, para encontrar la concentracion maxima de crecimiento.

>

% Se comprobo que la resistencia a metales esta asociada con la resistencia

a antibidticos, aunque en un porcentaje minimo.

*

% La edad o género no son factor para la resistencia.

>

% Desafortunadamente no se tuvo acceso al archivo de pacientes para

comprobar el contacto con metales.
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