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INTRODUCCION

La Universidad de Sucre, como institucion de educacién superior, fomenta
la formacion cientifica e investigativa de sus estudiantes, al establecer
vinculos interinstitucionales para la cooperacion académica
complementaria y adquisicion de nuevas habilidades, que contribuyan a la
formacion de un espiritu cientifico, a través del fortalecimiento de los
conocimientos basicos y experimentales de las diferentes metodologias
y topicos de vanguardia aplicados en areas biotecnologicas,

microbiolégicas, entre otras.

Una de las formas para establecer cooperacion académica es mediante la
modalidad de pasantia, que para el presente caso fue ofertada dada la
existencia del convenio vigente entre la Universidad de Sucre y la
Universidad de Cartagena, especificamente, la Maestria de Microbiologia
con su Grupo de Microbiologia Clinica y Ambiental, reconocido por
COLCIENCIAS. Esto nos permitid6 la oportunidad de realizar un
entrenamiento en la estandarizacion de metodologias diagnosticas
microbiologicas durante un periodo de aproximadamente doce meses
dentro del marco del proyecto “CARACTERIZACION FILOGENETICA
DE LA FLORA BACTERIANA BENTONICA RESISTENTE A METALES
PESADOS Y ANTIBIOTICOS EN LA COSTA ATLANTICA
COLOMBIANA" que ofrecia la oportunidad para dicha capacitacion.

La pasantia se llevo a cabo en las instalaciones de la Facultad de
Medicina, Laboratorio de Investigaciones de la Maestria en Microbiologia
y estuvo centrada principalmente en las areas de Microbiologia basica y

aplicada.

La pasantia estuvo enmarcada dentro del proyecto de investigacion que
busca datos con relacion a la magnitud de la contaminacién microbiana

marina en la Costa Atlantica Colombiana, en términos de bacterias



resistentes a antibidticos y metales, cuantificando la presencia de estos
microorganismos en esta zona costera de gran importancia econdémica
para el desarrollo del pais, de tal forma que podamos poseer una idea del
riesgo epidemioldgico a la salud publica asociado con el uso de estos
recursos y reconocer el pasivo ambiental, social y econdmico que genera

este hecho.

En este sentido el proyecto en mencion fue la fuente para establecer el

objetivo general de la pasantia:

Profundizar en los conocimientos, tedricos y practicos, conducentes a la
apropiacion de conocimientos nuevos, adquisicion de habilidades en el
manejo de metodologias microbiologicas en los laboratorios de la

Maestria de Microbiologia de la Universidad de Cartagena.

De igual forma para alcanzar el objetivo general se plantearon unos

objetivos especificos:

e Apropiar conocimientos tebéricos en los avances de la

Microbiologia basica aplicados a la carrera de Biologia.
e Adquirir destrezas en el manejo de cultivos /n v.fro, mantenimiento
e identificacion de microorganismos, pruebas de susceptibilidad

antimicrobiana y resistencia a derivados mercuriales.

e Fortalecer la vocacién por la investigacion cientifica.



CAPITULO 1.

Informe critico.

Los antibidticos son sustancias quimicas de bajo peso molecular
derivadas de otros microorganismos 0 sintetizadas quimicamente; la
enorme produccion mundial de antibidticos para el tratamiento de
infecciones en humanos y animales y el uso de estas sustancias en la
producciéon animal, ha llevado a que en la actualidad los antibioticos
giercen una gran presion selectiva en el mundo microbiano, con el
consecuente desarrollo y diseminacion de poblaciones de bacterias

resistentes. (Restrepo ef a/, 2003).

Las infecciones adquiridas por microorganismos que son resistentes a
multiples agentes antibacterianos tanto en la comunidad como en
hospitales probablemente incrementan la morbilidad, mortalidad y el costo
en el cuidado de la salud. Conllevando a la llamada crisis mundial para

los hospitales y centros de salud publica y privado (Ward ef a/., 2005).

Otros factores importantes en la emergencia de la resistencia incluyen la
prevalencia de genes resistentes y los cambios sociales y tecnologicos
que potencian la transmisidbn de organismos resistentes dentro de los
hospitales, entre los hospitales y entre paises (Atencio-Bracho ef al,
2005).

La resistencia bacteriana puede resultar de modificar el objetivo del
antimicrobiano, causar impermeabilidad, expulsidn o desactivacion
enzimatica. Algunas bacterias son inherentes a la resistencia; otras
pueden ser resistentes por insercion via mutacién o por transferencia
horizontal de genes por plasmidos, tranposones y bacteriéfagos

lisogénicos (Livermore., 2003).



Dentro de los principales patdgenos asociados a la aparicion de
resistencia antimicrobiana se incluyen, Sigphylococcus aureus, que se
caracteriza por ser un patdgeno que puede causar en los humanos
diferentes tipos de infecciones que van desde faringoamigdalitis, ofitis,
celulitis, bacteriemia, sindrome de la piel escaldada, sindrome del choque
toxico entre otros (Adebayo y Johnson., 2006). Se ha reportado que
Staphylococcus aureus posee la capacidad de producir mas de 30
diferentes factores de patogenicidad, entre los cuales se pueden
mencionar la presencia de capsula, proteina A, adhesinas, hemolisinas,
toxina exfoliativa, toxina 1 del sindrome del choque toxico (TSST-1),

coagulasa, etc (Paniagua ef a/., 2003).

El tratamiento de las infecciones causadas por Sfaphylococcus aureus
constituye actualmente un grave problema para los médicos vy
especialistas, debido a que las bacterias se han seleccionado como
resistentes a los principales grupos de antibidticos, situacion a la que ha
contribuido el hombre debido al uso indiscriminado de estos agentes.
(Paniagua ef al, 2003; Adebayo y Johnson ef a., 2006; Reyes ef al,
2007).

Por otra parte, numerosos trabajos mencionan el aislamiento de cepas de
Escherichia coli con resistencia incrementada a la combinacion de varios
antibioticos siendo muchas de ellas de origen clinico. (Nascimento ef al,
1999; Narvaez ef al, 2005), lo cual dificulta la eleccién de la terapia
antimicrobiana; mas aun cuando se sabe que las enterobacterias
producen la variedad mas amplia de infecciones causadas por cualquier
grupo de agentes microbianos, entre ellas, infecciones de vias urinarias
(IVU) y diarrea aguda. Las bacterias de esta familia son, con gran ventaja,
la causa mas frecuente de IVU y la especie principal es Escherichia coli.
(Ryan K & Ray G. 2004; YUksel., 20086).



En 2007 reportaron que la prevalencia de resistencia antibidticos en
Escherichia coli de diferentes partes del mundo fue altamente variable.
La prevalencia reportada en estudios de Centro y Sur América, Espana y
Turquia fue mucho mas alta que la reportada en Estados Unidos y Europa
Central. Ademas, una tendencia hacia la alta prevalencia de resistencia

fue observada en los ultimos anos (Erb et a/., 2007)

Otros miembros de la familia enterobacteriaceae son capaces de producir
infecciones oportunistas del tipo producido por Escherichia coli descrito
con anterioridad; la especie mas frecuente Klebsiella pneumonae es
capaz de producir neumonia lobar clasica, que es una caracteristica de
otras bacterias encapsuladas. La mayor parte de las neumonias por
Klebsiella son indistinguibles de las producidas por otros miembros de las
enterobacterias. De todas estas, las especies de K/ebsiella se encuentran
en la actualidad entre las mas resistentes a los agentes antimicrobianos
(Ryan K & Ray G. 2004; Reyes ef al, 2007).

Otros de los patdégenos oportunistas asociados con resistencia
antimicrobiana y que constituye un factor principal para esta prevalencia
en ambientes hospitalarios es Fseudomonas aeruginosa (Cervantes-
Vega. 1987; Saha e: a/ 2006; Reyes et al., 2007).

La adquisicion de Fseuaomonas aeruginosa en un hospital es rapida,
cerca de un 30% de pacientes puede excretar el organismo dentro de dos

dias de admision. (Medical Microbiology; Greenwood et a/, 15%, 1997).

Diversas especies de Fseudomonas aeruginosa pueden producir
cualquiera de las infecciones extraintestinales oportunistas causadas por
miembros de la familia enterobacteriaceae, asi como infecciones de
quemaduras, heridas, vias urinarias, piel, ojos, oidos y respiratorias que
pueden progresar hasta bacteriemia (Ryan K & Ray G. 2004; Reyes &t al,
2007).



Todos los microorganismos mencionados y ademas de otros patdégenos,

pueden estar asociados con resistencia a metales pesados.

Asi como se ha descrito que el amplio uso de los antibidticos constituye el
principal factor de selecciobn de resistencia bacteriana a estos
compuestos; también puede actuar como un importante factor secundario
en la seleccion de bacterias resistentes a metales pesados, debido a que
se ha reportado que un mismo plasmido puede contener genes capaces
de conferir resistencia a antibiéticos y genes que confieren resistencia a
metales pesados. (Nakahara ef ai., 1977b; Firth Neville ef a/, 2000).

De acuerdo con varios autores, la resistencia a antibioticos puede ser
mayor en sedimentos contaminados con metales que en sitios con baja
contaminacion (Rasmussen y Sorensen., 1998; Roane y Kellogg, 1996).
Ademas, de gran importancia es el hecho que bacterias resistentes a
contaminaciéon con metales son también resistentes a antibiticos (Verma
et al, 2001; Bhattacharya ef a/, 2000), en particular algunas especies
pertenecientes a los géneros Fseudomonas, Klebsiella, Profeus y
Staphylococcus, entre otras (Filali ef a/, 2000). Dentro de los antibioticos
mas comunes que han sido reportados como inductores de resistencia en
bacterias aparecen la penicilina, tetraciclina, ampicilina, cloranfenicol,
Kanamicina, acido nalidixico, neomicina y estreptomicina, entre otros
(Boon y Cattanach, 1999; Miranda y Castillo, 1998). Esta resistencia ha
estado asociada con plasmidos que confieren resistencia al mercurio en
ecosistemas marinos y en comunidades bacterianas (Dahlberg ef al,
1997; Dahlberg ef al., 1998).

Desde el hallazgo del primer plasmido R 100 que contiene genes de
resistencia a varias drogas y al mercurio se demostrd, que existen
procesos bioldgicos que aumentan la presidn evolutiva sin que participen
antimicrobianos. De este modo gran parte de los genes de resistencia

considerados como plasmidicos o0 cromosdémicos estan ubicados en



transposones e integrones.; ejemplo de esto es la resistencia al Hg®*
codificada por el plasmido R 100 que se ubica en el transposon Tn21. De
este modo la presencia de plasmidos conjugativos se considera que juega
un papel importante en la transferencia horizontal de genes de resistencia
de una bacteria a otra de la misma especie, de distinta especie, e incluso

de géneros diferentes (Paniagua e: a/, 2003).

Por otra parte la resistencia a los antibidticos aumenta en la medida que
nos aproximamos al sitio de confluencia con los efluentes contaminantes,
correlacionado positivamente con las concentraciones de Hg ' en
sedimentos. Esto sugiere que la polucion con metales pesados puede
inducir la resistencia microbiana a los antibiéticos por seleccion indirecta
(McArthur y Tuckfield., 2000).

Los mecanismos de resistencia cruzada han sido estudiados y algunos
autores han propuesto que la polucidén por metales pesados pueden
causar seleccion indirecta de bacterias resistentes (McArthur and
Tuckfield., 2000). Estas caracteristicas de resistencia adquiridas, se les
conoce como mecanismos  de Co-seleccion; los cuales incluyen co-
resistencia (diferentes determinantes de resistencia estan presentes sobre
el mismo elemento genético) y resistencia cruzada (el mismo
determinante genético es responsable de la resistencia a antibidticos vy
metales) (Craig Baker ef a/, 2006). Sin embargo, la relacion entre
exposicidén a mercurio y resistencia a antibioticos puede no solo depender
de seleccidbn microbiana. Fuentes y Amabile-Cuevas (1997) han
reportado que el mercurio puede inducir resistencia multiple a antibidticos
en Escherichia coli a través de la activacidon del sistema regulador redox
SoxR.

Las propiedades de resistencia a antibidticos de una colonia bacteriana
pueden ser evaluadas empleando estudios /n vifro o a través de analisis

de su contenido plasmico por hibridizaciones Southern blot (Kessie ef al,



1998), o analisis gendmico por PCR (Marchandin ef a/, 2001). La
resistencia a mercurio puede ser determinada por crecimiento en cajas de
petri que contienen mercurio o a través de la amplificacion por PCR de los
genes merA, tanto en cultivos puros como en comunidades de

sedimentos (Wagner-Dobler ef a/. 2000; Von Canstein et a/, 2001).

Por otro lado, la contaminacion ambiental por metales pesados constituye
otro factor principal en la seleccidn de bacterias clinicas 0 ambientales a
estos agentes. Un numero sustancial de reportes sugiere que la
contaminacion por metal podria tener un importante papel en el
mantenimiento y proliferacion de resistencia a antibidticos (Paniagua ef
al, 2003; Craig Baker ef al, 2006). De esta manera existe la
preocupacion respecto al potencial de la contaminacién por metales, en el
mantenimiento de un conjunto de genes resistentes; tanto en ambientes

naturales como clinicos.

Durante varias décadas se ha conocido que los genes de resistencia a
metales y antibidticos estan ligados, particularmente sobre plasmidos,
porque la evidencia a la co-resistencia como un mecanismo de Co-
seleccion metal-antibiéticos viene de estudios que utilizaron
transformacion, digestion de plasmidos y el aprovechamiento de la
secuenciacion de los mismos (Novick ef a/ 1968; Foster TJ, 1983;
Nakahara ef a/, 1977a).

Igualmente se ha reportado la aparicidn de cepas resistentes a metales
pesados como, Mercurio (Hg), Cadmio (Cd), Niquel (Ni), Plata (Ag), entre
otros, dentro de un amplio rango de bacterias ambientales y clinicas tanto
Gram positivas, como Gram negativas (Novick ef a/, 1968; Groves ef a/
1975; Porter Forbes ef a/, 1982; Wirenam ef a/, 1997 Otth Laura ef a/,
2005; Saha ef a/, 2006).

La presencia de estos metales en altas concentraciones en el ambiente

provocan efectos toxicos sobre los organismos vivos (Aparicio ef al,



2005); como es el caso del mercurio que causa alteraciones neuroldgicas,
afecciones del sistema respiratorio, reacciones de hipersensibilidad entre

otras (Paniagua e a/, 2003).

El mercurio es un elemento existente en tres estados: mercurio elemental
(Hg), sales de mercurio inorganico (Hg*' y Hg™) y mercurio organico
(p.ej., metil, fenil, alquil). El mercurio elemental es un liquido de color gris
plateado a temperatura ambiente y que rapidamente se vaporiza al
calentarlo. Se suele denominar mercurio 0 azogue y se utiliza en
termdmetros, barémetros, baterias e instrumentos eléctricos. Entre las
sales de mercurio (Hg'"), la mas conocida es el cloruro mercurioso o
calomelano, que se utiliza en polvos dentales, polvo para panales y
pomadas, asi como en otras medicaciones. Las sales de mercurio (Hg*?)
inhiben el crecimiento bacteriano y fungico, y se encuentran en pesticidas,
desinfectantes, antisépticos, pigmentos, pilas secas y explosivos. Los
compuestos de mercurio organico se utilizan en diuréticos, antisépticos,
insecticidas, pesticidas, asi como en la elaboracion de maderas, plasticos

y papel (Gonzalez e: al., 2001).

Sin embargo los compuestos que contienen mercurio como son cloruro de
mercurio, metilmercurio, fenilmercurio, merbromina (mercurocromo), y
timerosal (Mertiolate) fueron usados en hospitales a mediados de 1970s
en el Reino Unido, Estados Unidos, Alemania, y Japon, y mas tarde en
otros paises (Porter Forbes ef al, 1982). Actualmente muchos derivados
mercuriales son utilizados como preservativos en vacunas (Timerosal), en
productos para el cuidado de la salud, en amalgamas dentales, como
antisépticos (mercurocromo), y en aplicaciones topicas para inhibir el

crecimiento de bacterias en ambientes hospitalarios (Zambrano., 2004).

Se ha encontrado que el uso de estos compuestos érganomercuriales
promueve la resistencia de muchos tipos bacterianos al mercurio (Poiata
et al., 2000).



Por otra parte tenemos que, el mecanismo de resistencia bacteriana a
mercurio implica la reduccién desde las formas mas toxicas (Hg*? CH3-
Hg) hasta mercurio elemental (Hg®), y esta codificado por el cperon Mer,
el cual es un eficiente mecanismo de resistencia que es expresado, tanto
en microorganismos Gram positivos como Gram negativos (Summers A.
0., 1986; Osborn et a/, 1997).

Este operon puede variar en estructura y se ha establecido un modelo
general de operon que contiene tres o cuatro genes estructurales
llamados merA, merT, merF, merC o merk y dos genes reguladores merR
y merD. Los genes merT, merP y merC codifican para proteinas
transmembrana de transporte de Hg?>*. MerR, merD codifican para una
proteina reguladora de represion frans. La expresidn del operon es
netamente inducible y depende de la presencia de Hg?", el inductor. El
producto del gen merA es la enzima intracelular mercurio reductasa; el
producto del gen merB son liasas 6rganomercuriales que en combinacion
con merA son requeridas para mediar la resistencia a muchos
organomercuriales tales como metilmercurio y fenilmercurio (Osborn ef al/,
1997). La mercurio reductasa reduce Hg?", hasta Hg® (mercurio gaseoso
inerte) en la presencia de NADPH y un compuesto sulfhidrico. Es asi
como el Hg® es entonces liberado dentro del citoplasma y volatilizado por
la célula debido a la alta presion de vapor (Misra, 1992; Saha et a/, 2006).
(Ver Capitulo 2)

En base a todo lo expuesto y teniendo en cuenta las estadisticas citadas
anteriormente, que corresponden a datos epidemiolégicos de otros
paises; nos encontramos que Colombia no es un pais ajeno a toda esta
problematica de Co-resistencia bacteriana (Hg-Antibiético). En un estudio

hecho en la bahia de Cartagena por Aparicio y colaboradores en el afo



2005, se reportd la alta prevalencia de bacterias ambientales resistentes a

antibioticos y compuestos mercuriales (Aparicio &f a/, 2005).

Este hecho sumado a la falta de reportes que permitan conocer la
situacibn actual en oftras zonas del pais, lleva al grupo de
investigaciones microbiolégicas de la facultad de medicina de la
universidad de Cartagena, a plantear la realizacién de una investigacién
encaminada a la determinacion de patrones de resistencia bacteriana a

compuestos mercuriales y antibiéticos en aislados clinicos.

Es asi, que durante el desarrollo de la pasantia estuvimos vinculados de
tiempo completo y dedicacion exclusiva a la ejecucién de la primera etapa

de esta investigacion.

No obstante el participar durante doce meses dentro del grupo de
investigacion, no solo permitié alcanzar los objetivos propuestos al inicio
de la pasantia, si no que ademas brindo las bases requeridas para la

generacion, desarrollo y ejecucion de una investigacion cientifica.

En este sentido la participacion en cada uno de los experimentos llevados
a cabo en la linea de Microbiologia nos permitié analizar e interpretar
criticamente los resultados obtenidos asi como participar en la busqueda
de soluciones a los problemas que se presentan durante la realizacién de
un experimento.

De esta manera la metodologia aplicada en esta primera etapa de la
investigacion y los resultados obtenidos de la misma son discutidos vy

divulgados en este capitulo.



METODOLOGIA

RECOLECCION DE LAS MUESTRAS.

Veintiséis cepas fueron escogidas de forma aleatoria y recuperadas de
diferentes servicios hospitalarios, cuyo aislamiento e identificacion
fenotipica fue realizada utilizando el sistema automatizado de
identificacion bacteriana DADE BEHRING MicroScan AutoScan 4.
(ROCHEN BIOCARE, Colombia S.A), de la Clinica Henrique de la Vega,
Laboratorio Clinico Seccién de Microbiologia en la Ciudad de Cartagena,

Colombia.

DETERMINACION DE PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD

Los datos de susceptibilidad antimicrobiana de todas las cepas fueron
suministrados por el laboratorio clinico de la unidad hospitalaria de

acuerdo al sistema de identificacion mencionado anteriormente.

Del gran pool de antibidticos se seleccionaron un grupo para cepas
Gram positivas (Staphylococcus aureus) y Gram negativas (Escherichia
coli kleibsiella pneumonie, Pseudomonas aeruginosa) tales como
Ampicilina (Am). Trimetoprim/sulfametoxazol (T/S). Tetraciclina (Te).
Ciprofloxacina (Cp). Gentamicina (Gm). Cefepima (Cpe). Imipenem (Imp).
Cefotaxima (Cft).

Los antibioticos, Clindamicina (ClIn). Eritromicina (E). y Vancomicina (Vn).

Fueron seleccionados sélo para las cepas Gram positivas aisladas.

RECOLECCION Y TRANSPORTE DE LAS CEPAS.

Las cepas seleccionadas fueron transportadas en tubos con agar caso
(MERCK N° 105458) inclinado. Con sus respectivos datos, referentes al

origen de la muestra, procedencia y antibiograma (Ver anexo). Las cepas



fueron almacenadas e inmediatamente transportadas en neveras de
icopor a temperatura ambiente hasta los laboratorios de investigacidon de

Microbiologia de la Universidad de Cartagena.

ANALISIS DE VIABILIDAD DE LAS CEPAS

Cada una de las bacterias recuperadas fueron inoculadas en caldo de
preenriquecimiento  Tioglicolato (N° 1.08190 MERCK) e incubadas (24
horas, 37°C). Luego sembradas en placas con agar nutritivo (MERCK N°
1.05450.0500), para verificar los aislamientos y descartar contaminacién

con otras bacterias.

Posteriormente fueron reconfirmadas por siembra en medios selectivos
(EMB, agar Pseudomonas, manitol), e identificados fenotipicamente
empleando baterias de pruebas bioquimicas (TSI, LIA, SIM, Citrato, urea,
oxidasa), y ademas confirmando los resultados presuntivos mediante Kits
BBL Cristal.

Finalmente, una vez obtenido el cultivo puro se seleccionaban colonias
tipicas las cuales eran sembradas en viales con agar caso (MERCK N°
105458), e incubadas a 37°C por 24 horas, luego refrigeradas a 4°C para
su conservacion y utilizacion en posteriores ensayos (Aparicio ef al,
2005).

DETERMINACION DE RESISTENCIA BACTERIANA A COMPUESTOS
MERCURIALES.

Para el estudio de la resistencia bacteriana a derivados de mercurio, la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se determind por el método de
dilucion en placa en agar nutritivo de acuerdo a lo reportado por Nakahara
(1977); Cervantes Vega (1987); Vaca (1995). Para lo cual cada una de

las cepas bacterianas aisladas e identificadas fueron sometidas a



preincubacién en viales con 5mL de caldo Tioglicolato (N° 1.08190
MERCK), mas 1mg/L de un compuesto mercurial, cloruro de mercurio
(CARLO HERBA), cloruro de metilmercurio (ALDRICH), mercurocromo
(HIMMBETH) y mertiolate (GARBIDE & CARBON CHEMICALS)

respectivamente.

Cada compuesto fue adicionado y ensayado en forma individual e
incubado a 37°C por 24 horas en un agitador serologico (180 rpm). El
cultivo obtenido, fue comparado al tubo numero 5 en la escala McFarland
correspondiente a la concentracién 15x10® UFC/mL; de esta suspension
fueron tomados vy transferidos 50uL a placas de agar nutritivo adicionado
con las diferentes concentraciones del derivado mercurial con el cual fue
preincubado; luego fueron realizadas siembras masivas por triplicado de
las diferentes concentraciones del compuesto mercurial, incubandose a
37°C por 24 horas para observar crecimiento bacteriano (Aparicio ef al,
2005).

Las concentraciones utilizadas para los compuestos mercuriales,
mertiolate (timerosal) y cloruro de metilmercurio fueron: 0, 1, 2, 3, 5, 7.5,
10, 15, 25, 35 y 50 mg/L. Para el derivado cloruro de mercurio las
concentraciones fueron: O, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 200, 300 mg/L y para
el mercurocromo se adicionaron las concentraciones 500, 1000 y 3000

mg/L.

Las diluciones de los compuestos mercuriales también fueron evaluadas
para la cepa Fseuaomonas aeruginosa ATCC 27853 (Hg resistente), asi
como para la cepa Escherichia coli ATCC 25922 (Hg sensible), utilizadas
como controles positivo y negativo respectivamente (Osterblad ef al,
1995).

La CMI se determindé como la concentracion mas baja del compuesto

mercurial que inhibe crecimiento bacteriano visible después de incubacion



de 24 horas a 37°C Nakahara (1977); Cervantes Vega (1987); Vaca
(1995).

Los criterios de resistencia a mercurio estan en base a la distribucion de
frecuencia de la CMI de cada compuesto evaluado (Cervantes-Vega ef
al, 1987; Vaca efal, 1995).



RESULTADOS Y DISCUSION

Se recuperaron 26 cepas procedentes de diferentes servicios de la
Clinica Henrique de la Vega, Cartagena Colombia. Los géneros
involucrados  fueron  Escherichia colf  Klebsiella  pneumoniae,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. El 50% de las
muestras fueron aisladas de urocultivos, 31% de secreciones (vaginales,

oido, pie, etc.), 11% de hemocultivos y 8% de otras infecciones (Tabla 1.)

7abla 1. Procedencia de las muestras aisladas de los diferentes servicios
hospitalarios.

SERVICIO
0/ %%
JTIPODE | HOSPITALARIO (%) ** | 110k 00RGANISMO
%)’ CONSULTA EXTERNA AISLADO
PISO (%)
E ¢coli(75)
(92) K pneumoniae (25)
Urocultivo
(50) ®) E. coli (100)
E coli (25)
(50) P. acruginosa (50)
Secreciones S aureus (25)
€1)) E. coli (25)
(50) K pneumoniae (50)
S aureus (25)
Ninguno Ninguno
Hemocultivo K pneumoniae (30)
(1) (100) S aureus (70)
(50) E. coli
Otros Ulcera
) (50) P. aeruginosa
Esputo

* Porcentaje en funcion del niumero fotal de cepas.
** Porcentaje en funcion al tipo de muestra.

El 92% de los urocultivos provenian de consulta externa encontrandose
Escherichia coli en un 75% como el principal microorganismo aislado;

mientras que las secreciones se obtuvieron en un 50% de pacientes



internados y el restante de pacientes ambulatorios (consulta externa) de
las cuales se aislaron cepas de Klebs.ella pneumoniae 'y Fseudomonas
aeruginosa (50% respectivamente). En hemocultivos Sfaphylococcus
aureus (710%) ocupd el primer lugar como aislamiento en sangre o

causante de bacteriemias.

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

De las 26 cepas aisladas de los diferentes servicios hospitalarios, cerca
del 76.92% fueron resistentes al antibiético B-lactamico ampicilina (Fig 7),
61.53% al trimetoprim/sulfametoxazol y 53.84% a la tetraciclina. El 42.3%
de las cepas mostrd resistencia a la ciprofloxacina y el 26.92% a la
gentamicina. Los porcentajes mas bajos de resistencia fueron para los
antibioticos cefepima e imipenen con un 19.23% respectivamente y para
la cefotaxima con un 15.83%.

Para los antibidticos usados en las cepas Gram positivas ( Staphylococcus
aureus), de las cuatro cepas dos mostraron resistencia al antibidtico
Eritromicina, mientras que para Clindamicina y Vancomicina se report6

una sola cepa resistente respectivamente.

80 |
70 |
60 |
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[ 401

301
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0" Am T/S Te Cp Gm Cpe-Imp Cft
Antibidticos

FI:gUI‘a 1. Resistencia antibidticos de cepas Gram (+/-) aisladas de diferentes servicios de la
Clinica Henrique de la Vega.

Am=ampicilina.  T/S=trimetoprim/sulfametoxazol. @ Te= tetraciclina. Cp= ciprofloxacina.
Gm= gentamicina. Cpe= cefepima. Imp= imipenem.Cft= cefotaxima.



El valor relativamente alto de resistencia a la ampicilina (76.92%),
reportada en nuestro trabajo es comparable a diversos autores que
muestran alta resistencia a este antibidtico, como es el caso de un
trabajo de multiresistencia a antibiéticos y metales pesados realizado con
cepas de Staphylococcus aureus reportando resistencia hasta del 94 %
para este antibidtico (Paniagua ef a/, 2003). Asi mismo Karbasizaed en
un estudio de infecciones nosocomiales en un hospital Iraqui, reporté que
el 100% de cepas de Escherichia coli y Kiebsiella pneumorniae fueron

resistentes a la ampicilina y mercurio (Karbasizaed et a/, 2003).

Por otra parte en nuestro trabajo encontramos que el 61.53% (F.g 7.) de
las cepas fueron resistentes también al trimetoprim/sulfametoxazol, datos
que son similares a lo reportado por Karbasizaed en cepas de
Escherichia coli (713.3%). Aunque estos datos son diferentes a los
obtenidos por Atencio-Bracho (2005) en los cuales el 100% de sus

muestras eran susceptibles a este mismo antibidtico.

Referente a los datos de resistencia a los antibidticos tetraciclina y
gentamicina los porcentajes fueron 53.84% y 26.92% respectivamente,
similares a los presentados por varios autores (Karbasizaed et al; 2003,
Paniagua et al; 2003). Aun cuando estos resultados contrastan
notablemente con los reportados por Atencio-Bracho (2005) que obtuvo
un porcentaje de (9.52%) para la tetraciclina y (4.76%) para gentamicina

en cepas de Staphylococcus aureus.

La presencia de resistencias intermedias al antibidtico ciprofloxacina
(42.3%), es aproximado al 62.5% reportado por Narvaez (2005), en
cepas de E. coli Al igual que Chumpitaz-conde (2001) con porcentajes

similares de (64%) para este mismo antibidtico.

Los porcentajes mas bajo de resistencia fueron para los antibioticos

cefepima e imipenen con 19.23% cada uno y para cefotaxima con un



(15.83%). Estos datos son similares a los reportados en el estudio hecho
por Chumpitaz (2001), el cual muestra bajos porcentajes de resistencia a
cefepima (15.44%) y cefotaxima (18.00%), pero difiere ampliamente
respecto al antibiotico imipenen, quien reporta una resistencia muy baja
(2.73%).

Diversos autores afirman que el antibidtico imipenen es el mas efectivo en
el tratamiento de infecciones bacterianas, como es el caso de Jaramillo
(1996), en un estudio realizado en la unidad de cuidados intensivos de un
hospital de la ciudad de Caldas, Colombia en el periodo 1992 — 1994,
quien encontré cepas de Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa con

porcentajes de cero resistencia a este antibidtico.

Recientemente Miranda (2006), reportd cepas de Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae con porcentajes de resistencia que oscilan entre
(0 — 1%), para este mismo antibidtico en las unidades de cuidado
intensivo de varios hospitales en Colombia entre los afios 2003, 2004 vy
2005.

Finalmente en este estudio podemos apreciar que cerca de un 80% de las
cepas evaluadas presentaron resistencia a dos o mas antibiéticos. El
mayor porcentaje de multiresistencia correspondid a tres antibibticos
(34.78%), seguido de cuatro (17.39%), y dos (13.04%) antibiéticos. Los
mas bajos porcentajes fueron para siete (8.69%), cinco, seis y ocho
(4.34%) antibidticos respectivamente. Estos resultados evidencian un
fenotipo de multiresistencia en las cepas seleccionadas, |0 que demuestra
la importancia de aislar el agente patdgeno en las infecciones para aplicar
la prueba de susceptibilidad a los antibidticos, a fin de administrar el

antimicrobiano mas eficaz.



CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) DE COMPUESTOS
MERCURIALES.

La distribucion de la CMI de los compuestos mercuriales es mostrada en
la Figura 2. Los valores para considerar las cepas clinicas como sensibles
o resistentes fueron obtenidos de las distribuciones de frecuencia de las
CMI. Las curvas bimodales de HgCl, y mercurocromo (MB) (Fig 2A, 2B),
permiten una clara distincidon entre las cepas sensibles y resistentes; con
73.06% de las cepas resistentes para HgCl, (CMI = 25 mg/L) y un 84.61%
para MB (CMI =500 mg/L). La resistencia encontrada a HgCl, y MB es
semejante a la reportada por Cervantes y colaboradores en un estudio
realizado en cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa. (Cervantes-
Vega ef al., 1987); igualmente Paniagua en el 2003 reporto un 100% de
cepas de Staphylococcus aureus resistentes a HgCl, (CMI= 20-40 mg/L)
(Paniagua ef ai., 2003).

Respecto al cloruro de metilmercurio (CMM), observamos que la
distribucion de la CMI se mantuvo en un solo pico de sensibilidad (CMI=1
-5 mg/L); sin embargo se observa un pequeio grupo (17%) de
aislamientos resistentes, lo que indica el alto grado de toxicidad para los
sistemas biolégicos (CMI = 5mg/L). (Fig 2D).

En el caso del timerosal (Tm) (Fig 2C), unos tres patrones de distribucion
aparecen, incluyendo una poblacién moderadamente resistente (CMI=3 -
5mg/L) y un grupo altamente resistente (CMI = 7.5mg/L). Este tipo de
patron de distribucidn para el timerosal también fue reportado en una
coleccidn de cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa. (Saha ef al,
2006); y es probable que sea el resultado de la funcionalidad de altos y
bajos niveles de mecanismos de resistencia. (Silver y Walderhaugh.
1992).

Por ultimo la aparicibn de resistencia a derivados mercuriales en

bacterias clinicas podria ser explicada por tres alternativas (Robinson y



Tuovinen, 1984), (I) seleccidn por el uso de derivados mercuriales en
clinicas y hospitales (Nakahara ef al, 1977a; Porter ef al, 1982; Poiata ef
al, 2000), (Il) seleccion por contaminacion mercurial extrahospitalaria
(Hall, 1970; Khesin y Karasyova, 1984; Provash Chandras ef a/, 1997), y
(lll) seleccion indirecta por asociacion de resistencia a mercurio y
resistencia a antibidtico sobre plasmidos (Hall, 1970; Groves y Young,
1975; Goldmann y Huskins, 1997; Craig Baker et a/., 2006).
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Figura 2 Curvas de distribuciéon de concentraciones minima inhibitoria (CMI) de
los aislados clinicos. A — Mercurocromo (MB); B — HgCl,; C — Timerosal (Tm);
— Cloruro de metilmercurio (CMM). La flecha indica la concentracién por encima
de la cual los aislamientos son considerados como resistentes.

Escherichia coli ATCC 25922 (Hg sensible); Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 (Hg resistente). (4) Indica la CMI de la cepa control.



PATRONES DE MULTIRESISTENCIA A ANTIBIOTICOS Y
COMPUESTOS MERCURIALES.

La tabla No. 2 muestra el numero de patrones de multiresistencia a los
derivados mercuriales probados, el numero de cepas por cada unos de

ellos y los patrones de resistencia a antibiéticos.

Se observaron un total de 8 patrones distintos de multiresistencia a
derivados mercuriales, dentro de los cuales 2 estuvieron representados
por 6 cepas cada uno, 3 patrones por 2 cepas y un solo patron por 5
cepas. El patrén de resistencia Hg*?, MB, Tm, CMM fue el que presento

mayor variabilidad respecto a la multiresistencia a antibidticos.

Es importante mencionar que 5 patrones de mulliresistencia
representados por 21 cepas, comparten en comun la resistencia
Ampicilina, Trimetoprim/sulfametoxazol, Tetraciclina, asi, como a HgCl, y
mercurocromo. Estos resultados son muy similares a los reportados por
otros autores (Osterblad ef a/, 1995; Paniagua ef a/, 2003) quienes
encontraron una alta co-resistencia Hg-antibiéticos en una coleccion de

aislados clinicos.



Tabla 2. Palrones de resislencia a antibiGlicos y compuesios mercuraes en ios aisiados
Ciinicos.

Patron de N° de
resistencia a Hg Patrén de resistencia a antibiéticos cepas Microorganismo
Am Te Cp Gm Imp Cpe Cft S. aureus
Hg" Am /S Te 2 E. coli
Am Te Cp Gm Imp Cpe Cft S. aureus
Am T/S Te Cp Gm Imp Cpe E. col
Hg** MB Am T/S Te 6 E coli
Am T/S Cp E. col
Am  T/S E. coli
Am T/S Te E. col
Hg**, MB, Tm Am /S Imp 6 E. coli
Am T/S Te Cp E. col
Cft P. aeruginosa
Am T/S Te Cp Gm Cpe K. prieumoniae
Am T/S Cp Gm Cpe K. prieumoniae
Hg? MB Tm,CMM |Am T/ cp 5 K. preumoniae
Am T/S Te K. prieumoniae
Am Imp K. prieumoniae
E. col
Hg”? MB CMM |am T/s CP 1
1 E. coli
Hg+2 Tm Te Cp
Am T/S Cp Gm 2 E. colf
MB Am T/S Te Gm E. col
2 E. coli
MB Tm P. aeruginosa
25°

a: numero total de cepas diferentes resistentes a compuestos mercuriales.

Hg+2=HgCI2. MB=Mercurocromo. Tm=Timerosal (Mertiolate). CMM=cloruro de
metiimercurio. Am= Ampicilina. T/S=Trimetoprim/sulfametoxazol. Te=Tetraciclina; Cp=
Ciprofloxacina. Gm= Gentamicina. Cpe= Cefepima. Imp= Imipenem. Cft= Cefotaxima.

Casi todos los patrones de resistencia incluyeron a los antibidticos Am,
T/S, Te, Cp, Gm, asi como los compuestos HgCl,, MB, Tm. Con estos
datos podemos sugerir que algunos de los patrones de multiresistencia
presentes en las cepas de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y
Staphylococcus aureus podrian estar conferidos por plasmidos. De este
modo, si los genes que confieren la resistencia a los cinco antibidticos y
tres compuestos mercuriales antes mencionados, se encuentran ligados
en el mismo plasmido, la administracién de un solo antibiético conducirg,
de manera indirecta, a la seleccion de cepas resistentes a los otros

cuatro antibidticos y a los tres compuestos.



De esta manera si existe un excesivo e indiscriminado uso de los
antibioticos, para consumo humano, veterinario y agricola, podrian actuar
como principal factor para la seleccion de bacterias resistentes a estos
compuestos quimicos; pero, caso contrario ocurre, cuando una elevada
contaminacion ambiental por metales pesados podria favorecer la
seleccion de cepas resistentes a antibidticos, debido a que los genes

responsables de estas resistencias se encuentran en el mismo plasmido.

De tal manera que la elevada resistencia a derivados mercuriales que
presentan las cepas de E. coli Klebs.ella pneumomne, Staphylococcus
aureusy FPseudomonas aeruginosa reportadas en este estudio, refleja de
una u otra manera la alta contaminacion ambiental por estos compuestos,
corroborando lo propuesto por Aparicio y colaboradores, (2005), quien
describe que un amplio grupo de bacterias Gram negativas aisladas de la
bahia de Cartagena presentan niveles variables de resistencia a

antibioticos y mercurio.

De otra parte, diferentes investigaciones han demostrado que los
determinantes de resistencia a mercurio varian en el numero de genes
involucrados y estan codificados por el operon mer, normalmente
localizado sobre plasmidos (Summers y Silver., 1972; Brown ef al, 1986;
Griffin ef al, 1987; Radstrom ef a/, 1994) y cromosomas (Wang ef al,
1987; Inoue ef al/, 1991). Para Summers ef a/, (1993) la resistencia a
mercurio es comun en bacterias orales por la presencia de amalgamas
dentales, y a su vez en bacterias residentes en otros sitios del cuerpo.
Osterblad et a/, (1995) y Edlund e: 4/, (1996) han indicado la prevalencia
de bacterias Gram negativas resistentes a estas sustancias (mercurio-
antibidticos) aisladas de heces de diversos individuos. Para Jorgensen y
Slots, (2000), el uso de antibidticos como tratamiento para infecciones
orales (periodontitis, abscesos) contribuyen a este fendmeno de
resistencia. Es asi como la resistencia a mercurio ha sido asociada con

los antibidticos como lo reporta Davis ef a/, (2005) al estudiar cepas de



Enterococcus faecium aislada en la cavidad oral de un mono cynomulgus,
resistente a mercurio, tetraciclina y estreptomicina, indicando que los
genes de resistencia a mercurio como estreptomicina estan
genéticamente unidos. Pike ef a/, (2002), observaron una considerable
resistencia a diferentes antibidticos y mercurio, en bacterias como

Strepfococcus spp, Staphylococcus spr Pseudomonas spp.

Este estudio constituye una investigacion preliminar en la ciudad de
Cartagena, Colombia, en busqueda de patdgenos clinicos asociados a la
resistencia frente a metales pesados. Mostrando datos epidemioldgicos
que permitan analizar el impacto de la contaminacién ambiental asociada
al uso de derivados mercuriales, que promuevan la resistencia a
diferentes grupos de antibidticos. Por lo tanto, con el fin de profundizar es
necesario realizar estudios de biologia molecular para la caracterizacidon
de las cepas con el fin de determinar la presencia 0 ausencia de
determinantes mer que confiere resistencia frente a compuestos

mercuriales.

Por ultimo, al observar este comportamiento de respuesta bacteriana
estudiada por tantos afnos, nos indica que la presencia de esta respuesta
no seria algo extrano en nuestro medio y que por lo tanto deben crearse
estrategias de control, tratamiento y prevencion efectivas, tanto en areas

de la salud como ambientales.



CONCLUSIONES

La resistencia a los antimicrobianos fue variable, las bacterias en
su mayoria fueron resistentes a ampicilina, tetraciclina vy
trimetoprim/sulfametoxazol. Contrario a esto sensibles a cefepima

imipenem y cefotaxima.

Dentro de la poblacién bacteriana estudiada se encontré una
resistencia importante a compuestos de mercurio inorganico
(HgCl2) y érganomercuriales (MB, Tm y CMM), siendo para este

ultimo la resistencia mas baja.

Se encontraron siete patrones distintos de resistencia a antibioticos
distribuidos en ocho patrones diferentes de resistencia a mercurio.
indicando una considerable relacion de co-resistencia antibidtico —
mercurio, lo cual podria sugerir la presencia de genes de

resistencia.

Los resultados obtenidos permiten suponer que la aparicion de
patrones de resistencia a antibioticos y compuestos mercuriales,
difieren ampliamente, quizas como respuesta a la presion selectiva
a la cual podrian estan sometidas estas bacterias por el amplio uso

de antibidticos y contaminacion ambiental por metales pesados.

Estos resultados son sugerentes para realizar estudios a nivel
molecular para el establecimiento de mecanismos de co-

resistencia a antibioticos y mercurio.

Los datos encontrados podrian sugerir que las bacterias aisladas
de ambientes clinicos podrian utilizarse como indicadores para
evaluar la contaminacidon ambiental por metales pesados en

nuestro medio.
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CAPITULO 2 Revision.

OPERON MER SENAL DE RESISTENCIA BACTERIANA A
MERCURIO
Alfonso Bettin & Elkin Prieto.

RESUMEN

El mercurio es una sustancia toxica potente, que esta presente en el
ambiente como resultado de procesos naturales y de fuentes
antropogénicas. La cantidad de mercurio movilizado y liberado en la
biosfera ha incrementado desde los inicios de la era industrial hasta

nuestros dias.

Generalmente encontramos acumulaciones de mercurio en la cima de la
cadena alimenticia, y es asi que los organismos en el nivel trofico mas

alto tienen concentraciones de mercurio elevadas.

Algunas bacterias son capaces de resistir la contaminacion por metales
pesados a través de la transformacion quimica por reduccidn, oxidacion,
metilacion y dimetilacion. Uno de los sistemas biolégicos mejor entendido
para la desintoxicacion de compuestos inorganicos u organometalicos
involucra el operon mer. Los determinantes merRTPCDAB, en estas
bacterias estan localizados frecuentemente o normalmente sobre
plasmidos o transposones, aunque también pueden ser encontrados en

cromosomas.

Existen dos clases de resistencia a mercurio a saber una de espectro
reducido y otra de resistencia especifica a mercurio inorganico, mientras
que la de amplio espectro incluye resistencia a &rganomercuriales,
codificados por el gen merB. El gen regulador merR es transcrito de un

promotor con orientacion diferente a la del promotor de los otros genes



mer. merR regula la expresion de los genes estructurales del operon en
forma positiva y negativa. La resistencia es debida a la unién y entrada de
Hg™ hacia la célula, donde es reducido hasta Hg° por la enzima

citoplasmatica mercurio reductasa.

La expresion combinada de resistencia a los antibiéticos y mercurio puede
ser causada por seleccidon, como una consecuencia del mercurio en el

ambiente.

Palabras claves: mercurio, operon mer, resistencia bacteriana a

mercurio.



INTRODUCCION

La presencia de metales pesados en el ambiente ha recibido gran
atencién debido a su alta toxicidad en la naturaleza y su translocacion a
través de la cadena alimenticia y los procesos de bioacumulacion y

biomagnificacion (Robinson and Tuovinen., 1984).

El mercurio es un metal pesado distribuido ampliamente en el mundo. Es
el mas toxico de los metales pesados (Gerlach., 1981) y el sexto en la
lista de los compuestos mas toxicos (Nascimento and Chartone- Souza,
2003). Muchas de sus formas quimicas son toxicas para todos los
sistemas biolodgicos (Osborn ef a/, 1997), en especial para la salud
publica como es el caso del Metilmercurio. Actualmente en el mundo hay
muchas areas contaminadas con mercurio lo cual es una amenaza para

el medio ambiente y la salud de las personas (Barkay & Wagner., 20006).

El mercurio se encuentra actualmente en diversos medios y alimentos en
todas partes del mundo a niveles que afectan adversamente a los seres
humanos y la vida silvestre donde una de las vias de contaminacion a los
humanos es por el consumo de pescado contaminado (Clarkson, 1997,
2002). Este es el resultado final de los procesos de bioacumulacion y

biomagnificacion de metil mercurio en alimentos de origen acuatico.

El nivel de toxicidad en seres humanos y otros organismos varia segun el
tipo de derivado mercurial, cantidad del mismo, via de exposicion vy
vulnerabilidad de la persona expuesta. Los humanos pueden estar
expuestos al mercurio de diversas vias; ademas del consumo de
pescado, los usos ocupacionales y domeésticos, las amalgamas dentales y

las vacunas que contienen mercurio.

Las actividades antropogénicas (asociadas con la actividad humana),

han generalizado los casos de exposicion, y las practicas del pasado han



dejado un legado de mercurio en vertederos, desechos de la mineria y
los emplazamientos, suelos y sedimentos industriales contaminados.
Hasta las regiones donde se registran emisiones minimas de mercurio,
como el Artico, se han visto adversamente afectadas debido al transporte

transcontinental y mundial del mercurio.

La fuente mas importante de contaminacidn con mercurio son las
emisiones al aire, pero se producen también emisiones de mercurio de
diversas fuentes que van directamente al agua y a la tierra. Una vez
depositado, el mercurio puede cambiar de forma (principalmente por
metabolismo microbiano) y convertirse en metilmercurio, que tiene la
capacidad de acumularse en organismos (bioacumulacién) y concentrarse
en las cadenas alimentarias (biomagnificacidén), especialmente en la
cadena alimentaria acuatica (peces y mamiferos marinos entre otros). El
mercurio produce diversos efectos adversos, importantes vy
documentados, sobre la salud humana y el medio ambiente de todo el
mundo (PNUMA Productos quimicos, 2005).

Esta revision pretende mostrar un panorama global del mercurio y sus
derivados, asi como enfocar la resistencia bacteriana a este metal que
involucra al operon mer y su asociacion tanto con la resistencia al

mercurio y sus derivados como a los antibiéticos.

PRINCIPALES FUENTES DE LIBERACIONES DE MERCURIO

Las fuentes principales de contaminacibn  por mercurio  pueden

agruparse en cuatro categorias, a saber:



» Fuentes naturales: liberaciones debidas a la movilizacién natural del
mercurio tal como se encuentra en la corteza terrestre, como la actividad
volcanica, la erosion en las rocas y la evaporacion desde los cuerpos de
agua (Nriagu ei a/, 1992);

» Las actuales liberaciones antropogenas resultantes de la movilizacion
de impurezas de mercurio en materias primas como los combustibles
fésiles en particular el carbdn, y en menor medida el gas y el petroleo y
otros minerales extraidos, tratados y reciclados (Fitzgerald & Clarkson.,
1991);

« Las actuales liberaciones antropdgenas resultantes del uso intencional
del mercurio en productos y procesos durante la fabricacion, los
derrames, la eliminacidbn o incineracion de productos agotados vy
liberaciones de otro tipo (Fitzgerald & Clarkson., 1991);

« La removilizacion de liberaciones antropégenas pasadas de mercurio
anteriormente depositado en suelos, sedimentos, masas de agua,

vertederos y acumulaciones de desechos o residuos.

QUIMICA DEL MERCURIO

El mercurio se encuentra de manera natural en el medio ambiente y
existe en una gran variedad de formas. Al igual que otros metales tales
como plomoy cadmio, mercurio es un elemento constitutivo de la tierra y
considerado un metal pesado. En su forma pura, se lo conoce como

mercurio “elemental” o “metalico” (representado también como Hg o Hg®).

Rara vez se le encuentra en su forma pura, como metal liquido; es mas
comun en compuestos y sales inorganicas. El mercurio puede enlazarse
con otros compuestos, en estado monovalente o divalente (representado

como Hg (I) y Hg (Il) o Hg™, respectivamente). A partir del Hg (II) se



pueden formar muchos compuestos organicos e inorganicos de mercurio
(PNUMA Productos quimicos, 2005).

El mercurio elemental es un metal blanco plateado brillante, en estado
liquido a temperatura ambiente. Normalmente se utiliza en termometros y
en algunos interruptores eléctricos. A temperatura ambiente, y si no esta
encapsulado, el mercurio metalico se evapora parcialmente, formando

vapores de mercurio incoloros e inodoros.

Algunos de los compuestos inorganicos de mercurio son sulfuro de
mercurio (HgS), oxido de mercurio (HgO) y cloruro de mercurio (HgClz). A
estos compuestos también se les conoce como sales de mercurio. La
mayoria de los compuestos inorganicos de mercurio son polvos o cristales
blancos, excepto el sulfuro de mercurio, que es rojo y se vuelve negro con
la exposicidén a la luz. Algunas sales de mercurio (como el HgCl,) son lo
bastante volatiles para existir como gas atmosférico (PNUMA Productos

quimicos, 2005).

Cuando es combinado con carbono forma compuestos conocidos como
compuestos “organicos” de mercurio u érganomercuriales, existiendo una
gran cantidad de compuestos organicos de mercurio (como el
dimetilmercurio, fenilmercurio, etilmercurio y metilmercurio), pero el mas
conocido de todos es el metilmercurio. Al igual que los compuestos
inorganicos de mercurio, el metilmercurio y el fenilmercurio existen como

“sales” (por ejemplo, cloruro de metilmercurio 0 acetato de fenilmercurio).

Cuando son puros, casi todos los tipos de metilmercurio y fenilmercurio
son sélidos blancos y cristalinos. En cambio, el dimetilmercurio es un

liquido incoloro (Clarkson & Magos., 2006).

Varias formas de mercurio se dan de manera natural en el medio

ambiente. Las formas naturales de mercurio mas comunes en el medio



ambiente son el mercurio metalico, sulfuro de mercurio, cloruro de
mercurio y metilmercurio. Ciertos microorganismos y procesos naturales
pueden hacer que el mercurio en el medio ambiente pase de una forma a

otra.

Por tratarse de un elemento, el mercurio no se puede descomponer ni
degradar en sustancias inofensivas. Durante su ciclo, el mercurio puede
cambiar de estado y especie, pero su forma mas simple es el mercurio
elemental. Una vez liberado a partir de los minerales, o depositos de
combustibles fosiles y minerales yacentes en la corteza terrestre, y
emitido a la biosfera, el mercurio puede tener una gran movilidad y
circular entre la superficie terrestre y la atmosfera. Los suelos
superficiales de la tierra, las aguas y los sedimentos de fondo se
consideran los principales depositos biosféricos de mercurio (PNUMA
Productos quimicos, 2005). (Ciclo biogeoquimico del mercurio; ver

anexos).

BASES BIOQUIMICAS DE RESISTENCIA BACTERIANA A MERCURIO

Los iones mercuricos divalentes (Hg*™) tienen una alta afinidad por los
grupos tioles de muchas proteinas y por esta razdén son extremadamente
toxicos para los sistemas bioldgicos (Liebert ef a/, 1999). Como respuesta
a los compuestos toxicos de mercurio distribuidos globalmente por
actividades geoldgicas y antropogénicas, los microorganismos han
desarrollado sistemas de resistencia para superar estos venenos
ambientales.

Un sistema de resistencia estudiado extensivamente basado en un
conjunto de genes es el operon mer; sistema genético regulador del
transporte y transformacion del mercurio, con 4 -5 genes reguladores, que
permite que las bacterias en un proceso de desintoxicacion reduzcan Hg*?

hasta mercurio metalico volatil (Hg®), el cual no es téxico, por actividad



enzimatica (Konomura & lzaki., 1971; Summers., 1986; Misra T K., 1992;
Silver., 1996; Osbort ef a/, 1997).

Los determinantes de resistencia han sido encontrados en un amplio
rango de bacterias gram positivas y gram negativas aisladas de diferentes
ambientes. Ellos varian en cierto numero de genes involucrados y estan
codificados por el operon mer, usualmente localizado sobre plasmidos
que a su vez determina resistencia a drogas (Summers & Silver., 1972;
Brown et al, 1986; Griffin ef al, 1987, Radstrom ef al, 1994), aunque
genes de resistencia codificados por cromosomas han sido
ocasionalmente identificados (Wang ef a/,, 1987, Inoue ef a/, 1991) todos
son componentes de transposones (Misra et a/.,1984; Kholodii ef a/,1993)

e integrones (Liebert ef a/, 1999).

De esta forma, se han descrito dos tipos principales de resistencia, (I)
determinantes mer de espectro reducido; los cuales confieren resistencia
a la sal de mercurio inorganico (HgCl,) y mercurocromo; (Il) determinantes
mer  de amplio espectro los cuales confieren resistencia a
organomercuriales tales como cloruro de metilmercurio, timerosal y
fenilmercurio, asi como a sales de mercurio (Misra., 1992; Bogdanova ef
al, 1998; Weiss ef al, 1977; Weiss ef al, 1978).

Las bases bioquimicas de resistencia a iones mercuricos vy
organomercuriales involucran la eliminacién del metal por parte de la
célula a partir del medio de crecimiento, ocurriendo una reduccion de
Hg*? hasta gas monoatdmico altamente volatil y poco reactivo (Hg®), todo
esto por accién de la mercurio reauciasa. Enzima bien caracterizada en
cepas de Fseudomonas, Escherichia coliy Staphylococcus aureus que
poseen plasmidos (Summers & Silver., 1978; Bhriain & Foster., 1986;
Silver & Phung., 1996; Osbort ef al/, 1997). Esta reductasa es una
flavoenzima citoplasmatica dependiente de NADPH que cataliza la

reaccion:



RS-Hg*2-SR + NADPH + H* — Hg®- RSH + R'SH + NADP*

Donde RSH y R’SH representan grupos tioles donadores y R un
aminoacido como la cisteina, muy probablemente dentro del sitio activo
de la enzima (Brown ef g/, 2002). Siendo entonces el mercurio metalico
Hg° el producto final volatilizado a causa de las altas presiones de vapor

(Summers & silver 1978).

Los iones de mercurio presentes en el medio se difunden a través de la
membrana hasta el interior de la bacteria por una serie de proteinas
transportadoras. Este mecanismo involucra ligamiento de Hg'™ con
residuos de cisteina sobre merP, una pequefia proteina localizada en el
periplasma, la cual transfiere el atomo de Hg'? a un par de residuos de
cisteina sobre merT o merC, proteinas de transporte de la membrana
interna. De merT o merC el Hg™ se transfiere a un par de cisteina del
sitio activo en merA (mercurio reductasa). Aqui el Hg™ es reducido a Hg°
y luego liberado al citoplasma para finalmente ser volatilizado de la célula
(fig 1.) (Hamlett ef a/, 1992; Brown ef al, 2002; Nascimento & Chatote-
Souza., 2003).




Fig 1. Mecanismo de reduccion de Hg+2 hasta Hg® a través de |a accion de las proteinas
mer. Adaptado de Guimarées P L., 2004

La bioquimica de resistencia de amplio espectro a 6rganomercuriales
involucra, ademas del mercurio reductasa, una enzima hidrolasa inducible

que primero corta la union Hg — C (liasa érganomercurial merB).

- 4 = L
@-ug* OpCH, + 1,0 —3> @ vty “H'ﬁ% + 0

El Hg™ resultante es luego reducido por la mercurio reductasa vy
volatilizado (Schottel, 1978).

ORIGEN Y ESTRUCTURA GENETICA DEL OPERON MER

La naturaleza y organizacion de genes que codifican resistencia a
mercurio ha sido un area de intensos estudios. Uno de estos indica que la
presencia de genes mer en bacterias de sedimentos profundos sugiere
que mer es un sistema ancestral, donde las bacterias ancestrales
transportaban los genes de resistencia en repuesta al incremento en los
niveles de mercurio ambiental, quizas como resultado de actividad

volcanica (Osborn ef a/, 1997).

Otros como Tanaka ef al (1983), propusieron un modelo evolutivo para
genes mer, en el cual una familia ancestral de elementos moviles
transponibles (transposon mer), representados por Tn2613 y Tn501
podrian haber evolucionado, conduciendo a la generacidn de varios
transposones multiresistentes, a través de una dinamica de alteracion de

secuencias de ADN.

Mas recientemente Ashraf y colaboradores (2003), demostraron que los

determinantes de resistencia mercurio relacionados con los transposones



Tn21, Tn1696 y Tn5053 de enterobacterias de la coleccion Murria, de la
era preantibiotica, conservan linajes evolutivos de un operon mer

ancestral. (Fig 2)
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Fig 2. Modelo evolutivo propuesto para Tn5075, Tn217 y transposones ligados a 7n27
en pHCM1. Un transposon rmer ancestral (a) pudo adquirir cualquier IS5075L y IS507R
para formar el Tn5075 (b) o un integron relacionado a In2, resultando en la formacion de
7n271 (c). Insercién y delecién de genes en In2 condujo a variantes 7727 (d), o Tn27
podria haber adquirido elementos de insercion IS, para conducir a la formacién de un
precursor a transposones ligados a 7727 en el plasmido pHCM1 (e). Deleciones de
genes de transposicion y deleciones parciales de In2, seguido por inserciones de genes
de resistencia antibiéticos que transportan elementos IS, resulto en la formacién de
transposones ligados a 7n27 en pHCM1 (f). Adaptado de Ashraf ef a/., 2003.

GENES MER.

Los analisis de secuencias de ADN sobre genes y operones mer han
revelado variaciones genéticas tanto en la estructura del operon como

entre genes individuales de diferentes operones (Summers., 1992).



El modelo general del operon mer esta constituido por genes que
codifican proteinas reguladoras (merR, merD), de transporte (merP, merT
ylo merC, merF) y reduccion (merA). (Fig 3.); en algunos casos se conoce
que la resistencia de amplio espectro al mercurio requiere de un gen
adicional (merB), confiere resistencia a muchos organomercuriales
(Osborn et al, 1997; Nascimento & Chatote-Souza., 2003).
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Fig 3. Representacion esquematica de operones mer en bacterias Gram positivas y
Gram negativas, derivados de datos de secuencias de ADN: Transposon Tn21 de el
plasmido NR1 de Shigella flexneri transposon Tn501 de el plasmido pVS1 de
Pseudomonas aeruginosa, plasmido pDU1358 de Serratia marcescens; transposon
Tn5053 de el plasmido pMR de Xanthomonas sp.; plasmido pPB de Pseudomonas
stutzeri, y plasmido pl258 de Sfaphylococcus aureus. Adaptado de Nascimento &
Chartone — Souza., 2003.



Gen metaloregulador (merR).
El gen merR, considerado uno de los sistemas mejor estudiados dentro
de la familia de reguladores que responden a estimulos ambientales y

activan la expresion de genes (Brown ef a/, 2002).

MerR es un polipéptido de 144 aminoacidos que regula el operon mer
por tres vias. (I) En ausencia de mercurio, merR se une a la regiéon
promotor/operador, causando que el ADN se pliegue en la region merOP,
y la trascripcion de los genes mer sea reprimida; hay que anotar que la
ARN polimerasa se une a la proteina merRy al ADN pero la expresion no
ocurre debido a la distorsidon espacial del ADN (Ross Wilma ef al,, 1989).
() Cuando Hg*? se une a la proteina merR ocurre un cambio
conformacional, permitiendo que la ARN polimerasa inicie la trascripcion
de los genes estructurales, sin cambiar el pequeno espacio de represion
de merR (Ross Wilma ef a/, 1989; Summers., 1992). El dominio de unién
de merR al metal contiene residuos de cisteina (Cys80 — Cys128) y son lo
suficiente para formar un Unico dimero de alta afinidad por Hg*? (Zeng Q
ef al, 1998). Finalmente merR regula negativamente su propia
trascripcion, sin importar la presencia o ausencia de Hg*?, por la unién a la
region promotora merR, la cual es distinta a los demas genes (Liebert ef
al, 1999).

MerR vy los genes merTPCAD son transcritos en direcciones diferentes a
partir de una region promotor/Regulador (merOP) de 71 pb (Liebert ef al,
1999); sin embargo en bacterias Gram positivas el merR del plasmido
pl258 de Staphylococcus aureus y RC607 de Bacillus sp son transcritos
en la misma direccidon de los genes estructurales (Wang ef a/, 1989;
Nascimento & Chartone-Souza., 2003). En el operon mer puede estar
presente un promotor mas distal (merD), el cual es co-trascrito con los
genes estructurales. El papel sugerido para merD, es actuar como una

proteina reguladora secundaria que también se une a la misma regién



Promotor/Regulador de merR, aunque muy débilmente (Lee ef a/, 1989;
Mukhopadhyay ef a/, 1991).

Genes de Transporte Hg*? (merT, merP y merC).

Un numero de genes estructurales se encuentran hacia el sitio merOP, |os
cuales estan involucrados en la entrada de mercurio hacia la célula.
Todos los operones mer tienen mer7T y merP, sin embargo, algunos
operones como el transportado por Tn21 tienen merC, un gen localizado

entre merPy merA (Fig. 3) (Nascimento & Chatote-Souza., 2003).

Estos genes estan espaciados estrechamente;, mer7 (351pb) esta
separado por solo 13pb de merP (276pb), mientras que merP se separa
de merC (423pb) por solo 35pb (Liebert ef al, 1999). Ambos merTy merC
son proteinas de membrana interna presuntamente con tres y cuatro a
hélices transmembrana respectivamente. MerP esta localizada en el
periplasma y esta compuesta por cuatro cadenas 3 y dos a hélices (Steel
R efal, 1997).

MerTy merP son esenciales para la expresion total de la resistencia a
Hg*?, en contraste el gen merC aparentemente no es necesario para la
expresion; ejemplo de esto son los transposones Tn501 y Tn5053 los
cuales carecen de merC y expresan totalmente el fenotipo de resistencia
a iones mercurio. Ademas deleciones de merC del locus mer de Tn21 no

tienen ningun efecto sobre la resistencia (Hamlett ef a/, 1992).
Recientemente un nuevo gen merimplicado en el transporte de mercurio

es el merF, encontrado en el plasmido pMER327/419 de Pseudomonas

fluorescens entre merP y merA (Wilson ef al, 2000).

Gen mercurio reductasa (merA).



El gen merA codifica una enzima redox citoplasmatica de 564
aminoacidos y es el gen mas grande del operon mer. En todos los
operones descritos hasta ahora se encuentra ubicado en los genes
transportadores, funcionando como un homodimero, y dos pares de
residuos cisteina; un par de una subunidad (Cys135 y Cys140) que
activa las reacciones Redox, mientras que el otro par (Cys561 y Cys562)
hace parte del sitio activo de la subunidad catalitica. (Distefano ef al,
1990).

Gen merB.

El gen merB cuando esta presente en el locus mer codifica la enzima liasa
organomercurial (merB), que tiene una amplia especificidad por sustratos
organicos que contengan mercurio. En muchos casos el gen merb ha sido
mapeado inmediatamente después del gen merA y es expresado junto
con los demas genes estructurales (Guimarées P L., 2004); sin embargo
como se observo en Fseudomonas stutzeri el gen merB se encuentra
entre merR 'y merT con una regidon merOP extra (Weiss ef al, 1977;
Walsh ef al, 1988).

Otros genes que codifican resistencia oOrganomercurial han sido
identificados y designados como merGy merE, localizados entre merA'y
merB sobre plasmidos de resistencia de amplio espectro (Kiyono & Pan-
Hou., 1999).

RESISTENCIA BACTERIANA MERCURIO — ANTIBIOTICOS

La exposicidn a metales selecciona indirectamente bacterias resistentes a
diferentes téxicos, particularmente a los antibidticos. La corresistencia a
metales y antibidticos ha sido encontrada en numerosos aislamientos

clinicos y ambientales.



Multiples genes que codifican para resistencia a metales y antibidticos son
comunmente encontrados sobre el mismo plasmido o transposones, por
ejemplo el transposon 7121 confiere co-resistencia a mercurio,
aminoglucosidos y sulfonamidas. En algunos casos, simples enzimas
funcionan como bomba de flujo para multiples metales y antibiéticos; esto

es definido como resistencia cruzada.

En otro caso la seleccidn directa para resistencia a metales podria
indirectamente seleccionar organismos o elementos genéticos moviles,
confiriendo resistencia a antibidticos. En consecuencia, frecuencias
elevadas de resistencia a antibidticos han sido observadas en fracciones
cultivables de un grupo de microbios en corrientes de agua dulce
contaminada con metales, areas costeras y en el tracto digestivo de
primates con amalgamas dentales que contenian mercurio (Stepanauskas
et al., 2005).

La resistencia a mercurio en bacterias parece estar ligada con resistencia
antibidticos. La transferencia de plasmidos que portan resistencia
antibidticos en ciertas bacterias, también podria transferir la resistencia a
mercurio. Una hipotesis es que la presion selectiva sobre los organismos
para la resistencia a mercurio es debido a la diseminacion de su uso
como desinfectante y en procesos de esterilizacion en hospitales,

semejante a la presidn ejercida por los antibiéticos (Guimaraes., 2004).

Los estudios sobre las bacterias resistentes a mercurio iniciaron en 1960,
cuando Moore fue el primero en reportar resistencia bacteriana a sales
mercuriales organicas e inorganicas en un Sfaphylococcus aureus aislado
de una muestra clinica, el cual fue también resistente a penicilina. Estas
sales fueron utilizadas extensivamente por mucho tiempo como
desinfectantes tdpicos y antisépticos en hospitales y en la comunidad
(Hobman ef a/2002).

Luego en 1964, Richmond y John, en Ucrania y Novick en los Estados

Unidos (1968), demostraron que tanto la resistencia a penicilina como al



mercurio en cepas de Sigphylococcus aureus estuvieron genéticamente
ligados a una nueva clase de elementos genéticos mdviles llamados

plasmidos (Barkay ef a/, 2003).

Hoy, cuatro décadas después de intensos estudios se sabe que el
eficiente sistema de resistencia a mercurio (operon mer), expresado por
un amplio espectro de bacterias gram positivas y gram negativas de
muchos ambientes; esta distribuido universalmente gracias a su ubicuidad
sobre elementos genéticos moviles llamados plasmidos, los cuales a su
vez son capaces de adquirir genes de multiresistencia a compuestos
antimicrobianos (antibidticos), para luego participar en la ascendente
transferencia horizontal de genes que de una u otra forma han tenido un

papel importante en los procesos de adaptacion evolutiva.
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ANEXOS



ANEXO 1. FORMATO PARA LA RECOLECCION DE LAS MUESTRAS.

UNIVERSIDAD DE CARTAGENA — CLINICA HENRIQUE DE LA VEGA

FECHA DE RECOLECCION:

SERVICIO HOSPITALARIO:

NOMBRE DEL PACIENTE: EDAD

ORIGEN DE LA MUESTRA:

M.O AISLADO:

ANTIBIOGRAMA:

OBSERVACIONES:




ANEXO 2. CICLO BIOGEOQUIMICO DEL MERCURIO.

EN EL CICLO
DEL MERCURIO (H9)
TODOS LOS CAMINOS
CONDUCEN AL HOMBRE

Ciclo biogeoquimico del mercurio. Adaptado de
www . unicartagena.edu.co/Mercurio.htm




ANEXO 3. ACTIVIDADES ACADEMICAS.

Asistencia al modulo de Bacteriologia dictado a los estudiantes de
Medicina IV semestre. Primer Semestre 2006.

TEMARIO:

¢ Introduccién a la bacteriologia.

e Cocos Gram + aerobios Sfaphylococcus.

e Cocos Gram + aerobios catalasa negativos.

e Bacilos Gram + aerobios.

e Bacilos Gram + anaerobios.

e Bacilos Gram + anaerobios no esporulados.

e Cocos gram (-) aerobios.Genero. Ne/sseria.

e Bacilos Gram (-) pleomérficos. Género.” Haemophilus influenzae.

o Familia Enferobacteriaceae “ENTEROBACTERIAS’

e Bacilos Gram (-) curvos: Vibrio, Aeromonas, y Plesiomonas.

e Bacilos Gram (-) Anaerobios No esporulados: Bacferoides-
Fusobacterium-Porphyromonas-Prevofella.

e Bacterias intracelulares: rickettsia y Chlamydia.

e Bacilos Acido Alcohol Resistentes: Mycobacterium — Nocardia.

e Espiroquetas. 7reponema — Borrelia- Lepfospira.

SEMINARIOS:

e Pseudomonas.
e Campylobacter y helycobacter.
e Bordetella Francisella, Brucella.

e Resistencia antimicrobiana.



