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RESUMEN

La resistencia bacteriana por gérmenes ambientales y hospita-
larios a los antimicrobianos es un problema de salud publica en
el mundo; se debe esencialmente a su variabilidad genética y
pueden transferir dichos resistomas, originando limitadas opciones
terapéuticas, lo que aumenta las intervenciones médicas con
el subsecuente incremento en los gastos en salud publica. La
resistencia cruzada entre antibacterianos y biocidas hoy dia es
una realidad; se encuentra influenciada por la concentracion,
sobreexposicion, susceptibilidad bacteriana y la presion selec-
tiva que se ejerce por su uso y abuso. Los mecanismos de
resistencia asociados son: alteraciones en la permeabilidad de
la membrana, alteraciones en la concentracion intracelular, asi
como la capacidad celular de expulsarlas al exterior y depende
de factores intrinsecos, los cuales son los mas estudiados y se
encuentran codificados cromosdmicamente. Las bombas de eflujo
en bacterias Gram negativas y positivas son las mayormente
reportadas, son el mejor ejemplo de resistencias cruzadas entre
biocidas y antibacterianos, se conocen cinco familias de ellas; se
describen cuatro mecanismos en la regulacion de su expresion
genética, por lo que son microorganismo-dependiente, dando
como resultado disminucién en su sensibilidad, cambios en su
virulencia y adaptabilidad medioambiental. La presente revision
aborda este fendbmeno cada vez mas creciente y marca las pautas
de qué forma se pudiera evitar esta resistencia.

Palabras clave: antibacterianos, biocidas, expresion genética,
infecciones intrahospitalarias, mecanismos de resistencia.

ABSTRACT

Bacterial resistance to antimicrobials by environmental and
hospital germs is a public health problem in the world, essentially
due to their genetic variability and can transfer these resistomes,
giving rise to limited therapeutic options, increasing medical
interventions with a subsequent increase in public health
expenses. Cross-resistance between antibacterials and biocides
is a reality today, influenced by concentration, overexposure,
bacterial susceptibility, and the selective pressure exerted by
their use and abuse. The associated resistance mechanisms are:
alterations in membrane permeability, alterations in intracellular
concentration, as well as the cellular capacity to expel them to the
outside and depend on intrinsic factors, which are the most studied
and are chromosomally encoded. Efflux pumps in Gram-negative
and Gram-positive bacteria are the most widely reported, they
are the best example of cross-resistance between biocides and
antibacterials, five families of them are known, four mechanisms
are described in the regulation of their gene expression, so they
are microorganism-dependent, resulting in decreased sensitivity,
changes in their virulence and environmental adaptability. The
present review addresses this growing phenomenon and provides
guidelines on how this resistance could be avoided.

Keywords: antibacterials, biocides, genetic expression,
nosocomial infections, resistance mechanism.
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Abreviaturas:

ABC = ATP Binding Cassette (casete de union de ATP)

MATE = Multidrug and Toxic Compound Extrusion (extrusion de
compuestos toxicos y multifarmacos)

MDR = multidrogorresistencia

MFS = Major Facilitator Superfamily (superfamilia de facilitadores
mayores)

RND = Resistance-Nodulation-cell Division (resistencia-nodula-
cién-division celular)

SMP = Small Multidrug Pumps (bombas multidrogas pequenas)
SMR = Staphylococcal MultiResistance (multirresistencia esta-
filococica)

SUG = suppressor of groEL mutation proteins (supresor de protei-
nas de mutacion groEL)

INTRODUCCION

La adaptacién al medio ambiente de las bacterias
es la consecuencia de su variabilidad y mutacion
genética y de la facultad para adaptarse, multiplicar-
se, generar resistencias, transferirlas y diseminarlas
en forma universal. En referencia a la resistencia
bacteriana son multiples factores implicados desta-
cando la presién selectiva del farmaco o sustancia
activa, dosificacion inadecuada, falta de adherencia,
apego al tratamiento, automedicacién, entre otras.
Sin embargo, dicha resistencia podria ser aplazada
al disminuir la presién selectiva por el uso excesivo
e inadecuado de biocidas en la practica hospitalaria
y de antimicrobianos.

Los biocidas son sustancias o mezclas que
pueden contener uno 0 mas productos activos con
la capacidad de abatir, disminuir o contrarrestar
la carga de microrganismos nocivos e impedir su
multiplicacién y accion.'*

En los hospitales son utilizados en diferentes areas
clinicas como desinfectantes y antisépticos practica-
mente desde el mismo inicio de la microbiologia. Su
mecanismo de accidn difiere de los antimicrobianos
porque su efecto lo ejerce en diferentes dianas y
son dependientes de concentracion, formulacién,
disponibilidad, tiempo de exposicion, pH, fisiologia
del microorganismo, asi como de la presencia de
diferentes compuestos organicos e inorganicos.*”
El aspecto mas importante documentado en resis-
tencias bacterianas cruzadas entre antibacteriano y
biocida es el intrinseco; estan involucrados genes de
resistencia de bacterias ambientales y el intercambio
con bacterias residentes del hospital.® Dicho meca-
nismo esta codificado cromosdémicamente e implica la
mutacion de genes reguladores en diferentes porinas
y la transferencia de resistomas se realiza a través
de conjugacion, transformacion y transduccién.®
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La variabilidad evolutiva de las bacterias frente a
los antibacterianos es darwiniana; su adaptabilidad
se debe a diversos polimorfismos y mutaciones
genéticas que le permiten adaptarse, multiplicarse,
generar resistencias, transferirlas y diseminarlas
en forma universal, por lo que frenar dicha meta-
morfosis es practicamente imposible. Las causas
de resistencia bacteriana directa y cruzada se
encuentran influenciadas por diversos factores entre
los que destacan, prescripcion y dosificacion inade-
cuadas, falta de adherencia, apego al tratamiento
y automedicacion; su consecuencia sera escases
de opciones terapéuticas, aumento en el riesgo en
intervenciones médicas e incremento en gastos en
salud publica. Sin embargo, puede ésta ser aplazada
al disminuir la presidn selectiva por el uso excesivo
e inadecuado uso de antisépticos, desinfectantes
y antimicrobianos en los hospitales, por lo que es
muy importante categorizar las caracteristicas del
paciente, area de hospitalizacion, comorbilidades,
tratamientos con antimicrobianos, hecho que ademas
esta influenciado por la administracion de bajas/altas
dosis, intervalos inadecuados y tiempos muy cortos/
largos de exposicion.' #1214

Los biocidas y antimicrobianos, tanto en la comu-
nidad como en el hospital, tienen multiples usos, en
especial en el control y prevencion de infecciones,
por lo que en su uso per se ejerce presion selectiva
sobre la microbiota existente, de ahi que se deben
proyectar perspectivas de control sistematico de su
manejo, con la finalidad de generar el minimo cambio
en su virulencia, patogenicidad y resistencia a dichos
productos, por lo que es trascendente la vigilancia
epidemioldgica entre huésped, microorganismo,
biocida y ambiente. Por su nivel de inactivacion,
los biocidas se clasifican en: Bajo: alcohol etilico
o isopropilico, amonio cuaternario, hipoclorito de
sodio; Intermedio: los mismos s6lo que a mayores
concentraciones; Alto: glutaraldehido, perdxido de
hidrégeno, solucion de 1,2-benzendicarboxialdéhido,
acido peracético.*®

El principal objetivo del antimicrobiano es producir
lisis cuando éstas son sensibles; sin embargo, al
estar en contacto existe la probabilidad de inducir la
expresion de genes de resistencia. Se clasifican de
acuerdo a estructura quimica, mecanismo de accion,
espectro y cobertura.®'

Por su parte, los biocidas son productos activos,
que contienen una 0 mas sustancias activas, desti-
nadas a destruir, contrarrestar, neutralizar, impedir
la accién o ejercer control sobre microorganismos
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nocivos. La susceptibilidad a los biocidas por parte
de las diferentes especies de bacterias depende de
la presencia de membrana celular externa, por lo que
los cocos Gram positivos son mas susceptibles.® Al
igual que los antimicrobianos, los biocidas también
se clasifican de acuerdo a su efecto: «estaticos» si
inhiben la multiplicacién (bacteriostatico, fungistatico,
esporostatico) y «cidas» si lo elimina (bactericida,
fungicida, esporicida). Su mecanismo de accion no
esta bien esclarecido, esencialmente difiere de los
antibidticos por ejercer su efecto en diferentes dianas.
Son efectivos a elevadas concentraciones, son
dependientes de su formula, disponibilidad, tiempo de
exposicién, concentracion, pH, fisiologia bacteriana,
asi como de la presencia de diferentes compuestos
organicos e inorganicos. En el ambito clinico se
utilizan por su baja toxicidad para desinfectar material
quirdrgico, limpieza de superficies, higiene quirargica,
dispositivos médicos (prétesis, catéteres, gasas, ropa
de cama y batas).* 671620

Quiza la afirmacion mas importante en el estudio
de las resistencias bacterianas es el uso y abuso de
antibiéticos, definiendo ésta, como la capacidad de
supervivencia microbiana a concentraciones que
inhiben/matan a otras de su misma especie, convir-
tiéndose en un fendmeno dificil y complejo de vencer,
lo que conlleva a la pérdida de su eficacia.®*?* Se
sabe que en éste fenbmeno se encuentran involucra-
dos genes de resistencia de bacterias ambientales,
siendo éstas su principal reserva y que bajo diversas
circunstancias colonizan y secundariamente infectan.

Existe evidencia de bacterias autdctonas de zonas
aisladas resistentes a un gran nimero de antibiéticos,
debido a su capacidad para utilizar los antimicrobia-
nos como Unica fuente de carbono, su importancia
radica en que se ha identificado —mediante méto-
dos moleculares con secuenciaciones de Ultima
generacion— el intercambio de genes de resistencia
entre bacterias ambientales y patdégenas; dicho
intercambio de genes es una propiedad universal y
se cree que son bacterias ineficientes en su sistema
de reparacion genética, dicha propiedad es parte de
su evolucién natural y es utilizada como método de
supervivencia.??2®

En biocidas, se describen diferentes mecanismos
de resistencia, el mas frecuente es el intrinseco y se
describe como la escaza o nula permeabilidad en
la membrana celular bacteriana y estan codificados
cromosdmicamente e implica mutacion de genes
reguladores en los diferentes tipos de porinas. El
paradigma de este mecanismo son las bombas de

eflujo, son las encargadas de expulsar del interior
de la bacteria sustancias quimicas; se localizan en
la membrana celular de bacterias Gram negativas
y Gram positivas. Dichas bombas pueden ser
estructural y funcionalmente especificas o bien
transportar una gran variedad de productos, incluidos
los antibacterianos de diferentes clases, de ahi parte
el término multidrogorresistencia (MDR).""

En la MRD, se describen distintos mecanismos
de transferir resistomas, los cuales estan constitui-
dos por diferentes genes que suscitan: resistoma
ambiental, clinico, intrinseco o de protorresistencia
y tienen el poder de transportarlos por conjugacion,
transformacioén y transduccion. Dichos genes estan
insertados en secuencias de insercién, transpo-
sones o integrones, que pueden ser transferidos
por elementos plasmidicos y clones de virulencia,
siendo microorganismo-dependiente. Otro aspecto
no menos importante es la resistencia fenotipica, la
cual es un estado transitorio, donde los microrganis-
mos sensibles se muestran resistentes sin que haya
alteraciones genéticas, sino, mas bien, situaciones
fisiolégicas como la produccién de biocapas, multipli-
cacion o persistencia en fase estacionaria, diferentes
estados metabdlicos o morfolbgicos, alteraciones
en la cinética bacteriana, asi como virulencia y
adaptacion.?*3

En la induccion de la resistencia cruzada entre
biocidas y antimicrobianos, se han postulado varios
factores posiblemente involucrados, los cuales son:
concentracién, sobreexposiciéon y susceptibilidad
del microrganismo; sin embargo, no hay estudios
que demuestren en forma contundente dicha resis-
tencia, por lo que la tendencia actual es hablar de
«tolerancia». El mas estudiado es el intrinseco y se
debe a cambios en los receptores bacterianos de
alta especificidad o por alteraciones estructurales en
la superficie bacteriana (membrana o pared celular)
que la facultan a la impermeabilidad a sustratos;
otro es la capacidad bacteriana para expulsarlos por
medio de bombas de E-flujo.***” Las bacterias Gram
negativas son el mejor modelo para el entendimiento
del funcionamiento de estas bombas; generalmente
son de expresion constitutiva, estan codificadas
genéticamente en el cromosoma bacteriano, pero no
es la unica forma, ya que se han identificado ademas
en plasmidos (Qac, SugE, Tet, OgxAB y MexCD).
Este es el mecanismo de resistencia inespecifico
compartido entre antibi6ticos y biocidas, su funcion
es generar resistencia mediante tolerancia cruzada.
Las bombas de E-flujo estan constituidas por tres
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diferentes tipos de proteinas: una de alto peso
molecular asociada a membrana citoplasmatica,
otra con la funcion de unién de ambas membranas
y la otra asociada a la membrana externa.®”*' Estas
proteinas efecttan funciones unicas o diversas como
transportadores de membrana y son codependientes
de las propiedades fisicoquimicas de los sustratos
como el ingreso de nutrientes, intercambio interce-
lular, homeostasis celular, expulsion de productos
téxicos incluidos antibacterianos y biocidas. Los
sistemas de E-flujo se agrupan en cinco diferentes
familias, dependen de la homologia de la secuencia
de aminoacidos, semejanzas en peso molecular y
su estructura secundaria. Su funcion es expulsar del
citoplasma o del periplasma bacteriano al exterior,
diferentes tipos de sustratos tan rapido como entren,
como biocidas, antibacterianos, metabolitos interme-
diarios, metales, moléculas de sefalizacién interce-
lular, entre otras. Filogenéticamente se subdividen
en: familia ABC (ATP Binding Cassette) y familia
MFS (Major Facilitator Superfamily) —se cree que
estas dos familias pueden tener un origen comun,
se encuentran conformadas por transportadores
activos primarios y son dependientes de ATP—, la
familia SMR (Staphylococcal Multiresistance), familia
MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion) y
familia RND (Resistance-Nodulation-cell Division)
son conocidos como transportadores secundarios y
su actividad depende de protones.**“*** La eyeccidn
de sustancias esta dada por dos mecanismos:
membrana simple o bien doble membrana, el E-flujo
de «membrana simple» es eficiente en bacterias
Gram positivas, se caracteriza por la presencia de
proteinas en la membrana citoplasmatica, la cual
excreta al exterior a los sustratos, por un gradiente de
protones o bien hidrolisis de ATP y son caracteristicas
de las familias MFS, SMR, ABC. A diferencias de las
bacterias Gram negativas en las que la movilizacién
de sustancias la realiza del citoplasma al espacio
periplasmico, lo cual resulta ineficiente ya que las
moléculas lipofilicas regresaran casi inmediatamente,
como consecuencia de la bicapa lipidica.

En el mecanismo de «doble membrana», la
sustancia es llevada del citosol al exterior de la
célula a través de un conducto de salida constituido
por un sistema de tres proteinas transportadoras
del tipo multidrogorresistente (MDR), donde estan
incluidos las dependientes de H*, como la AcrAB-
TolC en Escherichia coliy MexAB-OprM en Pseu-
domonas aeruginosa, de la superfamilia Resistance
Nodulation-Cell Division (RND); algunas de ellas son
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dependientes de radicales catidnicos de glutamato o
arginina, lo que ayuda a comprender dicha expulsion.
Un ejemplo de la familia RND es la bomba AcrAB,
una proteina periplasmatica que predomina en
Enterobacteriaceas; la constituyen tres proteinas,
una AcrB localizada en la membrana interna, cuya
funcidn es captar sustratos de la bicapa fosfolipidica
y del citoplasma para conducirlos a través de la
proteina canal de la membrana externa TolC y la
proteina AcrA localizada en el periplasma que es la
mediadora entre AcrB y TolC, dandoles la capacidad
de bombear hacia el exterior una amplia variedad de
antibiéticos y biocidas, entre otros; estas alteraciones
funcionales en la bomba AcrAB también reducen la
virulencia en algunas bacterias por alteraciones en
la expresion de islas de patogenicidad SPI-1.%8:45-49
En referencia a la familia SMR, estas bombas son de
pequeno tamano; confieren resistencia a farmacos
con estructura de amonio cuaternario y moléculas
catiénicas lipofilicas; tienen cuatro hélices, que son
prolongaciones extracitoplasmaticas y 12 segmentos
transmembrana, constituidas por proteinas en cade-
nas a-hélice, organizadas en sistemas multicompues-
tos asociados a una proteina periplasmatica de fusion
(MFP: Membrana Fusion Protein) y una proteina
de la membrana (OMP: Outer Membrana Protein)
encargadas de transportar sustancias de origen
lipofilico como los biocidas, antibiéticos, carbohidra-
tos, proteinas y metales, empleando iones H* como
fuente de energia. Consta de tres subfamilias, las
cuales se forman con base en secuencia y filogenia:
SMP (Small Multidrug Pumps), SUG (suppressor
of groEL mutation proteins) y PSMR (Paired Small
Multidrug Resistance proteins).

La subfamilia SMP agrupa una gran variedad
de proteinas, codificadas en un sélo gen y se
localizan en elementos transferibles (integrones,
transposones/plasmidos), los microrganismos que
las contienen pueden favorecer la transferencia
horizontal de genes de resistencia, facilitado por
un codon preferencial entre integrones tipo 1. La
importancia de dichas bombas radica en que facilitan
el trafico horizontal de informacion genética entre
microorganismos filogenéticamente diferente en
nichos ecologicos semejantes.***? La subfamilia
SUG esta constituida por proteinas represoras de
mutaciones en la chaperona GroEL como parte del
complejo chaperona GroEL/GroES, son las respon-
sables del plegamiento proteico en algunas bacterias.
La familia MFS se subdivide en NorA y QacA en
Staphylococcus aureus 'y PmrA para Streptococcus
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pneumoniae, también utilizan un gradiente de H* en
su membrana, son reconocidas en bacterias Gram
negativas, estan conformadas por proteinas TolC
y actuan como sistemas tripartitos. Respecto a la
familia MATE, la mas examinada es la NorM de Vibrio
parahaemolyticus, pueden localizarse en bacterias
Gram positivas y negativas, comparten productos
con las bombas RND; sin embargo, estas no utilizan
sistemas tripartitos y emplean H*y Na*. Las bombas
ABC, estan representadas por la familia Sav1866 de
Staphylococcus aureusy LmrAde Lactococcus lactis,
pero no han demostrado importancia microbiologica
en la resistencia bacteriana, emplean ATP, igualmen-
te que las bombas RND y MFS e implican sistemas
tripartitos de porinas.®®

Otro aspecto muy importante es como regulan las
bacterias los sistemas de bombeo. Dicha regulacién
se realiza por cambios en la expresion genética
mediante cuatro mecanismos: a) Mutacidén genética
de los genes represores locales, b) Mutacion en
genes reguladores globales, ¢) Mutaciones en el
promotor del gen codificante del canal porina y d)
Inserciones rio-arriba del gen codificante del gen
porina. En relacion a nuestra revision, consideramos
que la mas sobresaliente es la mutacion en los
«genes reguladores globales», ya que pueden actuar
en forma independiente o en conjunto, mediante
«feedback», por lo que al aumentar su expresion
agilizan la expresion de proteinas de las bombas de
E-flujo, lo que permite que el gen expresado sélo se
sintetice en el momento requerido de manera 6ptima,
debido a la transcripcion de su operoén, condicionando
que las bacterias disminuyan su sensibilidad a bioci-
das y diversos antibacterianos; también se sabe que
induce cambios metabdlicos, altera el transporte de
hierro, generando alteraciones en virulencia (lipido
A) y adaptabilidad medioambiental.>*5¢

Actualmente existen reportes convincentes sobre
el riesgo de la emergencia de cepas resistentes
entre antibiéticos y biocidas y la realizan a través
de integracion de informacion genética, utilizando
genes independientes que le confieren resistencia
especifica; sin embargo, se requiere un mayor
numero de investigaciones cientificas en esta
area que nos permitan identificar y caracterizar la
resistencia cruzada con mayor precision. En los
biocidas, la resistencia extrinseca fue la primera en
identificarse y demostrada en cepas de E. colifrente
a triclosan; no obstante, ésta no ha sido explotada
ampliamente, ya que no hay punto de corte en
sensibilidades aprobado universalmente, debido

esencialmente a su preparacion galénica y su
empleo descontrolado, lo que da como consecuen-
cia alteraciones en la sensibilidad y la posibilidad
de ser transferidas entre microorganismos. Otros
factores a considerar es la exposicion cronica a
bajas concentraciones, la produccion de biofilms
y la subsecuente disminucion de penetrancia de
sustratos a la matriz extracelular.>”®!

Las bacterias mas estudiadas frente a diferentes
biocidas, antibidticos, en diversos estados meta-
bélicos y diferentes condiciones medioambientales
son: Escherichia coli, Salmonella entérica, Serratia
marcescens, Klebsiella oxytoca, Klebsiella planticola,
Enterobacter asburiae, Aranicola proteolyticus,
Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas
aeruginosa, Campylobacter spp, Listeria monocyto-
genes, Staphylococcus spp, y Enterococcus spp. Es
importante mencionar que la metodologia utilizada
para identificar los mecanismos de resistencia a
los biocidas es muy complicada y no se encuentra
disponible habitualmente; se utiliza la determinacion
de la concentracion bactericida minima, actividad
bactericida y cinética de inactivacion. Esta Gltima
es la mas adecuada ya que permite comparar la
mortalidad entre estandar y cepas resistentes.

También es vital realizar cinética de lisis bacteria-
na y observar la curva de sobrevivencia, mediante
el uso de un agente neutralizante o la eliminaciéon
de biocidas, exposicion, mecanismo de accidn,
eficacia a determinadas concentraciones. El mayor
inconveniente de estas técnicas es que no estan
estandarizadas para poder establecer una metodo-
logia normalizada que permita establecer estrategias
para medir el impacto en la induccion de resistencias
bacterianas directas y cruzadas.' 86265

En décadas pasadas, un aspecto que causo
inquietud en antibioticoterapia fue su uso en dife-
rentes concentraciones y sus efectos, basados en
el concepto de hormesis. Este término inicialmente
se utilizé para describir los efectos del uso de bajas
dosis de radiacion; sin embargo, el término ahora se
emplea para describir la respuesta biologica a sefia-
les ambientales o tensionales en relacion con dosis-
respuesta bifasica de bajas dosis de estimulacion y
altas dosis de inhibicion. Existen escasos reportes
de analisis genémicos en biocidas de la accion en
dicha respuesta bifasica y no se ha encontrado aun
respuesta con evidencia cientifica de tal efecto, pero
se hipotetiza que el uso de bajas concentraciones
en los mismos podria conducir a modulacion o
disregulacion significativa en los mecanismos de
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transcripcién genética e inducir resistencias; dicha
exposicion conllevaria a que los clones transferidos
sean los asociados a virulencia-resistencia, con la
posibilidad de diseminarse en forma local o global.®®¢°

Existen publicaciones que describen la relacion
existente en la resistencia cruzada entre antibioticos
y biocidas, demostrando alteraciones en la permea-
bilidad de la membrana, concentracion intracelular
y capacidad celular de expulsar hacia el exterior
dichos sustratos, siendo ésta ultima la principal
fuente de inefectividad y depende de factores intrin-
secos; éstos pueden ser innatos o adquiridos de la
bacteria, describiéndose la mutacion por presion
selectiva, cambios de permeabilidad (intrinseco/
adquirido), bombas de E-flujo (intrinseco/adquirido),
hidrolisis (adquirido/intrinseco), mutacion del sitio de
fijacion (adquirido), cambio fenotipico (posterior a la
exposicion), induccién (respuesta de estrés después
de la exposicidén) y son dependientes del sustrato,
aplicabilidad, concentracion y tiempo de exposicion.

En la practica clinica, se recomienda la combi-
nacion de las dos ultimas, ya que son las que mas
eficacia han probado, es decir altas concentraciones
por corto periodo de tiempo son mas eficaces. Otros
factores no menos importantes son los extrinsecos,
los cuales derivan del ambiente en el que se admi-
nistran, temperatura, concentracion de proteinas,
tiempo de contacto, pH, carga de microorganismos
y presencia de biofilm."*656°

CONCLUSIONES

Implementar normas en el registro del uso de
productos de limpieza, desinfeccién en concen-
tracién, tiempo y forma adecuados en diferentes
areas clinicas, vigilancia epidemioldgica continua
de bacterias prevalentes y realizar consensos en
la interpretacion de sensibilidades in vitro y uso de
antibioticos.
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