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ARTÍCULO ORIGINAL

qacEΔΔ1 gene frequency and biocide resistance in
extended-spectrum β-lactamase producing
Enterobacteriaceae clinical isolates.

ABSTRACT

Objective. To determine the frequency of the gene qacEΔ1
and characterize the resistance to biocides of extended-
spectrum β-lactamases producing enterobacteriaceae (ESBL-
PE) obtained from clinical isolates causing nosocomial
infections. Material and methods. In total 59 ESBL-PE
causing nosocomial infections were included: Klebsiella
pneumoniae (35) and Enterobacter cloacae (24). Minimal
inhibitory concentration (MIC) was tested for chlorhexidine
(CHX) and benzalkonium chloride (CLBZ) by agar dilution
technique. Amplification of the SHV, TLA-1 and qacEΔ1
genes were performed by PCR using specific primers and
plasmid identification was done by alkaline lysis method.
Matting experiments were obtained on solid agar method.
Results. Chlorhexidine-resistance was found in 100% of the
ESBL-PE and benzalkonium chloride-resistance in 80%. In
68% of the biocides-resistant strains the qacEΔ1 gene was
present. The 66% of resulting transconjugants were resistant
to CHX and the gene qacEΔ1 was detected in 55%.
Conclusions. The qacEΔ1 gene of antiseptic resistance is
widespread in the EP-ESBL and can be transferred
horizontally. Thus it is advisable to use combinations of
antiseptics, as recommended in the literature, to avoid

RESUMEN

Objetivo. Determinar la frecuencia del gen qacEΔ1 y caracte-
rizar la resistencia a biocidas en aislamientos clínicos de ente-
robacterias productores de β-lactamasas de espectro extendido
(EP-BLEE) causantes de infecciones nosocomiales. Material
y métodos. Se incluyó un total de 59 EP-BLEE correspon-
diendo a Klebsiella pneumoniae (35) y Enterobacter cloacae
(24). Se determinó la concentración mínima inhibitoria (CMI)
para clorhexidina (CHX) y cloruro de benzalconio (CLBZ). Se
detectaron los genes tipo-SHV, TLA-1 y qacEΔ1 por PCR y se-
cuenciación nucleotídica, se identificó el patrón plasmídico y
se realizó la conjugación bacteriana. Resultados. Todos los
aislamientos de EP-BLEE fueron resistentes a CHX y 80%
para CLBZ. El 68% de los aislamientos resistentes a biocidas
presentaron el gen qacEΔ1, los cuales se sometieron a conju-
gación. De las transconjugantes resultantes 66% fueron resis-
tentes a CHX y se detectó en ellas el gen qacEΔ1 en 55%.
Conclusiones. El gen qacEΔ1 de resistencia a antisépticos
está ampliamente diseminado en las EP-BLEE y puede ser
transferido de manera horizontal. Por esa razón es amplia-
mente recomendable utilizar combinaciones de antisépticos,
como se describe en la literatura, que permita en cierta medi-
da contrarrestar la selección de bacterias multirresistentes en
los hospitales y al mismo tiempo disminuir los índices de in-
fecciones nosocomiales.
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INTRODUCCIÓN

Una forma de controlar y prevenir la disemi-
nación de patógenos y las infecciones en los hos-
pitales es usar biocidas como la clorhexidina
(CHX) y el cloruro de benzalconio (CLBZ);1 el
uso de éstos se ha incrementado para diferentes
propósitos industriales y para obtener una lim-
pieza más eficiente en diferentes áreas hospitala-
rias. Se sugiere que el uso de biocidas puede
ejercer una presión selectiva en microorganismos
resistentes a las sales de amonio cuaternario
(SAC) y a diversos antimicrobianos.2

El sitio blanco de los biocidas es la membrana
de las bacterias y el daño producido en ésta es se-
guido por una coagulación intracelular.3,4 La so-
breexpresión de genes como qacE, qacEΔ1, emrE y
cepA codifican para proteínas que expulsan a los
biocidas al exterior de la célula. Estas proteínas
son mejor conocidas como “bombas de eflujo” y son
el principal mecanismo de resistencia a este tipo
de compuestos. Por ende, este mecanismo de
resistencia funciona para destoxificar y/o eliminar
sustancias metabólicas que dañan a la célula,
incluyendo a los biocidas.5 Estos genes se han
identificado en bacterias Gram-negativas; qacEΔ1
es uno de los más frecuentes en aislamientos
clínicos.6-8 El gen cepA se ha descrito en plásmidos
y/o en el cromosoma de K. pneumoniae y otras
bacterias Gram-negativas.9

El uso de antibióticos ha dado por resultado la se-
lección de bacterias multirresistentes. Un ejemplo
son las enterobacterias productoras de β-lactamasas
de espectro extendido (EP-BLEE), causantes de in-
fecciones nosocomiales. Estas enterobacterias no
responden al efecto de las cefalosporinas de reciente
formulación debido a la expresión de β-lactamasas de
espectro extendido (BLEEs), favoreciendo un incre-
mento en las tasas de morbimortalidad y prolongan-
do el tiempo de estancia hospitalaria; esto conlleva
un incremento de los costos de atención y afecta la
calidad de vida del paciente durante su recuperación,
por tanto es un problema de salud pública a nivel
mundial.10

En México diversos estudios realizados en aisla-
mientos clínicos de EP-BLEE indican la presencia de
BLEE tipo SHV-5, SHV-2, CTX-M-15 y TLA-1 como

las principales β-lactamasas que confieren resisten-
cia a cefalosporinas.11,12,18 Se ha descrito que el gen
SHV-5 está localizado en un transposón,13 a dife-
rencia del qacEΔ1 que se describe como parte de un
integrón, el cual generalmente contiene varios genes
de resistencia a diversos grupos de antibióticos.6

Tanto los transposones e integrones tienen la capa-
cidad de transferirse horizontalmente entre diferen-
tes grupos bacterianos. El uso simultáneo de
biocidas y antibióticos en los diferentes centros hos-
pitalarios ha generado bacterias con resistencia a
biocidas y a diversos antibióticos. En este trabajo se
reporta la resistencia a clorhexidina y cloruro de
benzalconio y la frecuencia del gen qacEΔ1 en aisla-
mientos clínicos de EP-BLEE, así como la capacidad
de transferir por conjugación bacteriana la resisten-
cia a otras especies bacterianas.

MATERIAL Y MÉTODOS

Cepas bacterianas

Inicialmente en este estudio se incluyeron 240
aislamientos clínicos de Klebsiella pneumoniae (154)
y Enterobacter cloacae (86) productores de BLEEs y
causantes de infecciones nosocomiales. Estos aisla-
mientos fueron colectados durante 1990 a 2001 y
provinieron de cuatro hospitales de la República
Mexicana: Hospital de Pediatría CMN SXXI, en el
Distrito Federal; Hospital Civil de Guadalajara Fray
Antonio Alcalde, Jalisco; Hospital Infantil de More-
lia Eva Sámano de López Mateos, Michoacán y el
Hospital Infantil del Estado de Sonora. Posterior-
mente, en este estudio fueron seleccionadas por con-
veniencia, y con base en el número de clonas
identificadas previamente en cada hospital, 59 aisla-
mientos que correspondieron a 35 de K. pneumoniae
y 24 de E. cloacae.14-16

Prueba confirmatoria para
la producción de BLEEs

Se empleó el método de sinergismo de difusión
de doble disco con cefotaxima (30 µg) y ceftazidima
(30 µg) en presencia y ausencia de ácido clavulánico
(10 µg) siguiendo las recomendaciones del Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI).17 Las cepas

selection of multiresistant bacteria in hospitals, causing
nosocomial infections.

Key words. ESBL. Enterobacteriaceae. Biocide-resistance.
Chlorhexidine. Benzalkonium chloride. Plasmids. qacEΔ1.

Palabras clave. BLEE. Enterobacterias. Resistencia a bioci-
das. Clorhexidina. Cloruro de benzalconio. Plásmidos. qacEΔ1.



537Pastrana-Carrasco J, et al. Gen qacED1 y resistencia a biocidas.       R  e  n    Rev Invest Clin 2012; 64 (6) Parte I: 535-540

de E. coli ATCC 25922 y K. pneumoniae ATCC
700603 se incluyeron como controles en el ensayo.

Determinación de
la susceptibilidad a biocidas

La concentración mínima inhibitoria (CMI) de los
biocidas se ensayó por el método de dilución en pla-
cas de agar siguiendo las recomendaciones del
CLSI.17 Los puntos de corte para CLBZ y CHX em-
pleados en este estudio se basaron en los descritos
por Fang, et al.9 Para CHX sensible a ≤ 2 µg/mL y
resistente a ≥ 4 µg/mL y para CLBZ sensible a ≤ 32
µg/mL y resistente a ≥ 64 µg/mL, usando como cepas
control K. pneumoniae ATCC 700603 y E. coli ATCC
25922. Los biocidas clorhexidina y cloruro de ben-
zalconio fueron obtenidos de Sigma (St. Louis, Mo.
USA).

Detección de los genes blaSHV, blaTLA-1
y qacEΔΔ1 por PCR e hibridación

Mediante la técnica de hibridación en colonia se
confirmó la detección de los genes SHV y TLA-1, las
sondas se generaron por PCR utilizando los oligo-
nucleótido SE5, SB3 y TLA-1-F y TLA-R, res-
pectivamente.18,19 Las sondas fueron marcadas
radioactivamente con P32 y posteriormente purifica-
das por medio de columnas (Roche-Diagnostics,
USA). Las condiciones utilizadas para la hibrida-
ción fueron las reportadas por Maniatis.20 Los
filtros fueron revelados mediante placas de rayos X
(Accesolab, USA). La identificación de las variantes
del gen SHV se realizó con el análisis de los dobles
picos presentes en los cromatogramas de las secuen-
cias.21 La presencia del gen qacEΔ1 se detectó en los
59 aislamientos clínicos y en sus respectivas trans-
conjugantes por la técnica de PCR utilizando los
oligonucleótidos reportados por Kazama.6

Los productos de PCR fueron purificados utilizando
el kit High Pure™ PCR Purification Kit (Boheringer,
USA) y secuenciados por el método de dideoxy chain
termination descrito por Sanger, utilizando el
secuenciador automático (ABI PRISM 377-18,
kit EL:Taq FS Dye Terminator Cycle Sequencing
Fluorescence-Based Sequencing).

Análisis de secuencias

La secuencia de aminoácidos se dedujo utilizando
las herramientas bioinformáticas como el ExPASy
Translate tool del sitio http://web.expasy.org/
translate/ y fueron comparadas con secuencias ya

publicadas para SHV-1 (No. de acceso a GenBank;
HM751102) y TLA-1 (No. de acceso a GenBank;
AF148067), en GenBank usando el programa Blastx.

Análisis de plásmidos

El patrón de plásmidos en los aislamientos clíni-
cos y transconjugantes se determinó mediante la téc-
nica descrita por Kieser.22 Los plásmidos R6K
(40kpb), RP4 (54 kpb), R1 (94 kpb) y pUD21
(170 kpb) se incluyeron como marcadores de peso
molecular.

Transferencia de la resistencia
a biocidas y cefalosporinas

Las conjugaciones bacterianas se realizaron me-
diante el método descrito por Miller en fase sólida.23

La cepa E. coli J53-2 (F- pro- met- Rifr ) fue utilizada
como receptora de los plásmidos que confieren resis-
tencia. Las transconjugantes fueron seleccionadas
en placas de agar Luria-Bertoni suplementado con
rifampicina (100 µg/mL) en combinación con CLBZ
(64 µg/mL), CHX (4 µg/mL) o cefotaxima (1 µg/mL).

RESULTADOS

Cepas bacterianas y detección
de los genes que codifican para BLEEs

Los 59 aislamientos clínicos seleccionados de en-
terobacterias fueron productores de BLEEs. Median-
te la hibridación tipo Southern, la amplificación y la
secuenciación de los productos de PCR, se determinó
que 100% (35/35) de los aislamientos de K. pneumo-
niae fueron positivos para la sonda del gene que
codifica para las β-lactamasas tipo-SHV y corres-
pondieron al alelo SHV-5. Sin embargo, el gen TLA-1
no fue identificado en esta especie bacteriana.
En E. cloacae 87% (21/24) fue positivo para los genes
que codifican para las β-lactamasas tipo-SHV que
correspondieron al alelo SHV-5 y 12.5% (3/24) para
la BLEE TLA-1.

Susceptibilidad a biocidas
de los aislamientos clínicos productores de

BLEE e identificación del gen qacEΔΔ1

Todos los aislamientos clínicos de EP-BLEE fue-
ron resistentes a CHX y CLBZ, con excepción de 66%
de los aislamientos de K. pneumoniae que fueron sólo
resistentes a CLBZ. La distribución de los valores de
la concentración mínima inhibitoria (CMI) a los dos
biocidas ensayados se muestra en la figura 1.
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En general, el gene qacEΔ1 se identificó en 68%
(32/47) de las EP-BLEE con resistencia a CLBZ y en
68% (40/59) resistentes a CHX (Cuadro 1). En el
grupo de E. cloacae se observó que la resistencia a
CHX y CLBZ fue de 100% (24/24) y la presencia del
gen qacEΔ1 fue de 79% (19/24). En el grupo de K.
pneumoniae 100% (35/35) presentó resistencia a
CHX y se identificó la presencia del gen qacEΔ1 en
60% (21/35). Por otro lado 66% (23/35) presentó una
resistencia a CLBZ con la presencia del gen qacEΔ1
en 56% (13/23).

Presencia del gen qacEΔΔ1 en
transconjugantes y su susceptibilidad a biocidas

Los aislamientos presentaron de 1-3 plásmidos
con un rango de talla de 40 a 210 kb. Por conve-
niencia se escogieron 32 aislamientos clínicos donde
se identificó positivamente el gen qacEΔ1 y que fue-
ran resistentes a CHX y CLBZ (12 de K. pneumo-
niae y 20 de E. cloacae). Éstos fueron sometidos a

conjugación bacteriana, con una selección en CHX,
CLBZ y cefotaxima. La obtención de transconjugan-
tes en los dos primeros medios selectivos no fueron
estables, mientras que las seleccionadas en cefotaxi-
ma sí lo fueron. En estos ensayos se obtuvo 84.3%
(27/32) de transconjugantes, de las cuales ninguna
mostró resistencia a CLBZ y sólo 66.6% (18/27) fue-
ron resistentes a CHX, aumentando los valores de
CMI dos veces con respecto a la cepa receptora de E.
coli J53-2 (1 µg/mL para CHX). El gen qacEΔ1 fue
identificado en 55.5% (15/27) de las transconjugan-
tes obtenidas.

DISCUSIÓN

La CHX y el CLBZ son compuestos ampliamente
utilizados en hospitales para la antisepsia y reduc-
ción de la diseminación de patógenos. Debido a su
amplio uso se ejerce una presión selectiva sobre mi-
croorganismos resistentes a estos compuestos.24,25

En este trabajo se identifica la presencia del gen

    .Figura 1. A. Distribución de la CMI para clorhexidina en los aislamientos clínicos de EP-BLEE.     B. Distribución de la CMI para cloruro de benzal-
conio en los aislamientos clínicos de EP-BLEE. Punto de corte para clorhexidina: sensible 2 μg/mL, resistente ≥ 4 μg/mL. Punto de corte para cloruro de
benzalconio; sensible 32 μg/mL, resistente ≥ 64 μg/mL.

  u   u   Cuadro 1. Cuadro 1. Fenotipo de resistencia a los biocidas y presencia del gen qacEΔ1 en aislamientos clínicos de EP-BLEE

Especies (n = 59)                                            Fenotiporr

                                 CLBZr                             CHXr

(%)** qacEΔ1 (%)* (%)** qacEΔ1 (%)*

K. pneumoniae (35) 23/35 (66) 13/23 (56) 35/35 (100) 21/35 (60)
E. cloacae (24) 24/24 (100) 19/24 (79) 24/24 (100) 19/24 (79)
Total (59) 47/59 (79) 32/47 (68) 59/59 (100) 40/59 (68)

* Porcentaje (%) de los aislamientos resistentes a un biocida y que presenta el gen qacEΔ1. ** Porcentaje (%) de los aislamientos resistentes.
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qacEΔ1 en aislamientos clínicos de enterobacterias
productoras de BLEE y resistentes a CHX y CLBZ.
Asimismo, se identificó la capacidad de qacEΔ1 a
transferirse en forma horizontal a una cepa de E.
coli  receptora de plásmidos.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican
que el porcentaje de resistencia a CHX en K. pneu-
moniae fue ligeramente mayor que el reportado por
Fang en Taiwán (100% vs. 83%),9 con una resisten-
cia para CLBZ de 66% (CMI de ≥ 64 µg/mL); en con-
traste, los aislamientos de E. cloacae fueron
resistentes a ambos biocidas. Por otro lado, en este
trabajo se identificó que el gen qacEΔ1, que codifica
para una bomba de eflujo, se encuentra tanto en los
aislamientos clínicos como en la mitad de las trans-
conjugantes obtenidas de las cruzas realizadas. Esto
sugiere la posible presencia de otros genes que parti-
cipan en la resistencia a biocidas, como: qacE, emrE
y cepA, y que se han descrito en bacterias Gram-ne-
gativas.7,9,26 Kazama, et al. reportaron resultados si-
milares identificando que 65% de aislamientos
clínicos contenían el gen qacEΔ1.27 En otros géneros
bacterianos, como Pseudomonas aeruginosa, la re-
sistencia cruzada entre diferentes antibióticos y bio-
cidas se ha reportado previamente;28 esto sugiere
que la resistencia a ambos compuestos sería selec-
cionada por un mecanismo común como cambios en
la permeabilidad celular.29 Asimismo, Russell propu-
so que la resistencia a biocidas contribuiría a la
resistencia de antibióticos por mecanismos de co-
resistencia o resistencia cruzada.24

Respecto a los genes que codifican a las BLEE
SHV-5 y TLA-1, se ha descrito que están localizados
en transposones,13,30 mientras que el gen qacEΔ1
forma parte de un integrón de clase 1.6 Otros meca-
nismos de resistencia a desinfectantes son las mutacio-
nes espontáneas tipo MAR (Multiply Antibiotic-Resistant
mutants) en el genoma que condiciona una disminución
en la expresión de las porinas o activación de bombas de
eflujo que confiera la resistencia a otros compuestos.31

Tanto antisépticos como antibióticos son requeri-
dos en los hospitales para el control de las infeccio-
nes. En el caso de los antisépticos son empleados en
los centros de atención médica para la prevención,
en primera instancia, de infecciones postoperatorias
y las asociadas con dispositivos usados de manera
cotidiana para el cuidado de los pacientes. Los anti-
sépticos incluidos en las soluciones empleadas para
el lavado de manos son un elemento crucial para el
combate de bacterias que colonizan la piel de las ma-
nos de los trabajadores de la salud.32

El tipo de antisépticos utilizado en cada centro
hospitalario tiene resultados variables.33 Por ejemplo,

se ha reportado que la combinación de un antisépti-
co basado en alcohol conteniendo un solvente apró-
tico polar como el dimetil sulfoxido (DMSO) (70 de
isopropanol más 4% de DMSO) fue eficiente para la
asepsia en piel de las manos de los trabajadores de
la salud,34 con una desinfección más efectiva que re-
percutió favorablemente en la disminución de las ta-
sas de infección de heridas, de infecciones de catéter,
menor contaminación de cultivos de sangre y en ge-
neral en las infecciones nosocomiales asociadas a la
diseminación a través de las manos de los trabajado-
res de la salud.

Los resultados del presente trabajo muestran que
en hospitales de diferentes regiones del país hay una
co-selección de genes de resistencia a desinfectantes
y antibióticos, derivados del amplio uso de ambos
compuestos en los hospitales, y su diseminación se
facilita al estar contenidos en plásmidos, como se ob-
servó en el fenotipo de las transconjugantes resul-
tantes de este estudio.
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