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RESUMEN

Escherichia coli pertenece la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo Gram negativo
y coliforme, y algunas cepas pueden ser causantes de infecciones. Es el patégeno que
causa con mayor frecuencia infecciones en el tracto urinario.

Los desinfectantes son biocidas que se usan sobre objetos inanimados o en
superficies. Entre los desinfectantes mas usados se encuentran los compuestos de
amonio cuaternario y el cloro. El primero tiene mayor uso en centros de salud y tiene
como blanco de accién es la membrana celular, mientras el cloro es un agente oxidante,
con poder de oxidacion de los &tomos de oxigeno libres, y es de mayor uso en el area
doméstica. Sin embargo, en la actualidad se ha reportado un aumento en la resistencia de
los microorganismos a diversos agentes antimicrobianos. El objetivo planteado en este
trabajo es determinar el fenotipo de resistencia a los desinfectantes, en muestras de
Escherichia coli aisladas de pacientes ambulatorios, que presentaban infecciones en el
tracto urinario, y estimar la presencia de genes que codifican para bombas de eflujo como
las posibles responsables del fenotipo de esta resistencia.

La metodologia que se emple6 para determinar el fenotipo de resistencia fue la
prueba de rapidez de muerte celular y la prueba de suspensién cuantitativa, y la
evaluacion de la presencia de los genes que codifican para bombas de eflujo se realizé
mediante la técnica de PCR.

Los resultados demuestran que el neutralizante empleado no es téxico para las cepas
en estudio y es capaz de inhibir el efecto de los desinfectantes. Al evaluar el compuesto
de amonio cuaternario diluido al 10% se observo que, de las 16 cepas estudiadas, 1 cepa
presentd fenotipo de resistencia, 3 cepas crecieron luego de la exposicién al
desinfectante, estas células pudieran ser células persistentes, y 12 fueron sensibles. Con
el mismo producto sin diluir, el 100% de las cepas es sensible. Con el cloro comercial
diluido al 5% y 10%, el 100% de las cepas resultaron sensibles. De los genes que
codifican para bombas de eflujo, sélo se obtuvo resultado positivo para el gen gacEAT1,
amplificAndose en las 4 cepas que mostraron crecimiento luego de la exposicion al QAC
al 10%.

Los resultados fenotipicos parecen indicar que las cepas estudiadas no provienen de
ambientes con una presion selectiva alta, ya que se mantienen sensibles a ambos
agentes. Ademas nos permiten sugerir que la bomba de eflujo codificada por el gen
qacEA1 sea la responsable de la resistencia exhibida por estas células ante el agente

desinfectante ensayado.

Vi



1. INTRODUCCION

1.1 Familia Enterobacteriaceae

Los bacilos Gram negativos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae
son los microorganismos mas frecuentemente hallados en el laboratorio de
microbiologia clinica (Koneman y col., 1983). Se caracterizan fenotipicamente por
ser Gram negativos, no esporulados, no moviles o si lo son es por flagelos,
anaerobios facultativos, oxidasa negativos, con requerimientos nutricionales
relativamente simples y fermentan azucares con diversos productos finales

(Madigan y col., 2002).

La familia Enterobacteriaceae comprende microorganismos que se
caracterizan bioquimicamente porque fermentan la glucosa y reducen los nitratos
a nitritos. Esta familia consta de 15 géneros que forman varios grupos muy

relacionados (Garcia, 2002, en linea).

Las enterobacterias se pueden recuperar en infecciones de virtualmente todos
los sitios anatdmicos, y el microbidlogo debe estar preparado para aislar estos
organismos a partir de cualquier material enviado al laboratorio (Koneman y col.,

1983).

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, de la familia Enterobacteriaceae,
tribu Escherichia (figura 1). Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas

horas después del nacimiento, y se le considera un microorganismo de flora



normal, pero hay cepas que pueden ser patégenas y causar dafio produciendo

diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea (Rodriguez, 2002).

Figura 1. Escherichia coli: micrografia electrénica (tomado y modificado
http://jindetres.blogspot.com/2011/01/adversarios-temibles.html consultado 01/02/2012).

La identificacion de los microorganismos generalmente se lleva acabo
mediante pruebas bioquimicas. En la tabla | se muestran algunas de las pruebas
bioquimicas mas comunes, Yy el resultado de éstas al identificar microorganismos

pertenecientes a las especie Escherichia coli.


http://jindetres.blogspot.com/2011/01/adversarios-temibles.html%20consultado%2001/02/12

Tabla I: Identificacion bioquimica de Escherichia coli

Prueba bioquimica % de positividad
Oxidasa 0
Produccidn de indol 98
Rojo de metilo 99
Citrato de Simmons 1
H2S (TSI) 1
Hidrolisis de urea

Utilizacién de malonato 0
Acido de glucosa 100
Gas de glucosa 95
Fenilalanina desaminasa 0
Lisina descarboxilasa 90
Arginina dihidrolasa 17
Ornitina descarboxilasa 65
Movilidad a 36 °C 95
Hidrolisis de gelatina a 22 °C 0
Nitrato a nitrito 100
Utilizacion de Acetato 90
Lipasa (aceite de maiz) 0
DNasa a 25 °C 0

% positividad, significa el porcentaje reportado de E. coli que produce una respuesta positiva a

la prueba bioquimica referida (Tomado y modificado de Rodriguez, 2002).

La mayoria de las cepas de E. coli, al ser coliformes, no son patégenas en el
intestino, y solo las cepas productoras de enterotoxinas son de importancia clinica.
En el hombre, estas bacterias pueden tener un papel como agente patdgeno
oportunista, causante de infecciones (Koneman y col., 1983). Entre las infecciones
gue principalmente causa este microorganismo, las mas frecuentes son las
urinarias, pero origina también las infecciones de las vias biliares, peritonitis,
neumonia, meningitis neonatal y gastroenteritis, entre otras. La emigracién desde

el ano a la regién periuretral, con ulterior ascenso de los gérmenes por la uretra



hasta la vejiga urinaria, es la patogenia mas habitual de las infecciones urinarias
colibacilares. E. coli es responsable de casi todas (mas del 90%) de las

infecciones urinarias adquiridas en la comunidad (Garcia, 2002, en linea).

1.2 Infecciones del tracto urinario (ITU).

Las enfermedades infecciosas son el resultado de la interaccién entre los
microorganismos, el hospedero humano y el medio ambiente (figura 2). La
capacidad de los microorganismos de causar infeccion mediante sus factores
virulentos, la capacidad inmune del hospedero para defenderse y su
susceptibilidad genética, el medio ambiente con sus factores fisicos, culturales y
econdémicos, son determinantes en la frecuencia, el predominio o el control de las

enfermedades infecciosas (Restrepo y col., 2003).

-Factores inmunes
-Susceptibilidad genética

Microorganismo Hospedero
Factores virulentos Medio - a_rea geogrfica
Capacidad sobrevivenvia ambiente ~ima o
-Condiciones socioeconomicas
-Politicas

Figura 2: Factores que condicionan las enfermedades infecciosas (Tomado y modificado de
Restrepo y col., 2003)



Existen distintas clases de microorganismos patdgenos capaces de causar
enfermedades infecciosas en el humano, estos pueden clasificarse en: hongos,

protozoos, helmintos, virus y bacterias (Pumarola, 2002, en linea).

Una enfermedad infecciosa es cualquier desviacién de la salud, por la que
parte o la totalidad del hospedero no esta equilibrado y es incapaz de realizar sus
funciones normales, debido a la presencia del organismo infectante o sus
productos. Todo organismo o agente parasitario que produce una enfermedad de
este tipo es un patdgeno. Su capacidad para producir enfermedad se denomina
patogenicidad, y el grado o nivel de expresion de patogenicidad se denomina

virulencia (Prescott y col., 1999).

Al inicio del siglo XX, la causa de muerte mas frecuente eran las
enfermedades infecciosas. En la actualidad estas enfermedades son menos
importantes, esto se ha logrado al tener conocimiento de los procesos infecciosos,
la mejora de las practicas sanitarias y el descubrimiento y uso de los agentes
antimicrobianos. Sin embargo, aunque vivimos en un mundo donde muchos
microorganismos patégenos estan controlados, estos pueden ser todavia un
riesgo importante para la supervivencia. Por tanto, los microorganismos todavia

constituyen serias amenazas para la existencia humana (Madigan y col., 2002).

Entre las bacterias, las clasificadas en la familia Enterobacteriaceae son
causantes de la mayoria de las infecciones en los tractos gastrointestinal y

urinario.



La Infeccién del tracto urinario (ITU) se define como la presencia de gérmenes
en el tracto urinario en ausencia de contaminacion externa y puede o0 no
acompafarse de sintomas clinicos tales como necesidad frecuente de orinar,
ardor al orinar, miccion frecuente y dolores en el vientre bajo (Jiménez, 2003, en
linea). Las ITU comprenden una gran variedad de cuadros clinicos, cuyo
denominador comun es la proliferacion de microorganismos (habitualmente

bacterias) en el aparato urinario (http://www.intramed.net/ [Consulta: 18/03/2012]).

La mayor parte de las infecciones de orina se curan sin secuelas, pero este
tipo de infecciones pueden conducir al deterioro de la funcion renal y ser la puerta
de entrada de bacteremias, y algunas dan lugar a la formacion de cicatrices
renales que causan morbilidad aguda y problemas a largo plazo, como

insuficiencia renal e hipertension arterial (Jiménez, 2003, en linea).

Entres los factores que predisponen para contraer una ITU estan

(http://www.intramed.net/ [Consulta: 18/03/2012]):

+ Alteraciones anatomicas o funcionales de las vias urinarias: célculos,
valvulas uretrales, tumores, entre otras.

+ Instrumentacion del arbol urinario: sondas, catéteres.

+ Embarazo (por compresion mecanica de las vias urinarias debida al utero
gravido y a la accion relajante de la progesterona sobre la musculatura lisa de los
uréteres).

+ Diabetes, Inmunodepresion, Infecciones simultaneas.

+ Relaciones sexuales.


http://www.intramed.net/
http://www.intramed.net/

Los parametros mas importantes para el diagndstico de una infeccion se basa

en el urocultivo y el andlisis de orina (Jiménez, 2003, en linea).

El urocultivo se lleva a cabo con la orina de la primera miccién de la mafana o
con retencion de 3 horas 0 mas, con higiene previa de genitales y desechando la
primera parte de la miccion, que arrastra los gérmenes de la uretra, recogiendo
una muestra del segundo chorro o chorro medio en un recipiente estéril
(http://www.intramed.net/ [Consulta: 18/03/2012]). Se interpreta como significativo
el aislamiento de mas de 100.000 UFC/mL y como de importancia clinica, segun la
sintomatologia, un ndmero entre 10.000 y 100.000 UFC /mL. En esta
interpretacion se deben tener en cuenta el tiempo de multiplicacién de los
microorganismos, considerando algunos géneros y especies individualmente

(Pumarola, 2002, en linea).

Para el analisis de orina la muestra se recoge en un recipiente estéril. La
mejor muestra es la primera orina matutina. Para la recogida de la muestra es
necesario un lavado minucioso previo del perineo, la vulva y el meato uretral,
eliminando con agua todos los restos de jabdn (este lavado puede realizarse la
noche anterior), se debe desechar el chorro inicial y recoger el chorro medio de
orina en el recipiente estéril. De los componentes del analisis de orina, los tres
mas Utiles para el diagnodstico de una posible ITU son la esterasa leucocitaria, los
nitritos (obtenidos por tira reactiva) y el analisis por microscopia el sedimento

(Jiménez, 2003, en linea).



Las bacterias provienen del tracto intestinal en la mayoria de los casos son las
causantes de las infecciones en el tracto urinario, por consiguiente los gérmenes
mas frecuentes son las enterobacterias (http://www.intramed.net/ [Consulta:
18/03/2012]). Dentro de ellas, Escherichia coli es el germen responsable del 80-
90% de las ITU que se contraen por primera vez a cualquier edad y sexo, y sobre

todo de aquellas no complicadas (Jiménez, 2003, en linea).

1.3 Biocidas

Biocida es un término general para describir una sustancia quimica,
usualmente de amplio espectro, que inactiva los microorganismos. De acuerdo a

su especificidad y actividad antimicrobiana ejercen 2 tipos de efectos:

-. Microbiostaticos: Impiden el crecimiento de los microorganismos.

-. Microbiocidas: destruyen los microorganismos.

Estos términos pueden ser mas especificos dependiendo del microorganismo
sobre el cual actle, en caso de impedir el crecimiento pueden ser bacteriostaticos,
fungiestaticos y esporostético, y en caso de eliminar al microorganismo seran

esporicida, virucida, fungicida y bactericida (Cabrera y col., 2007).

Los biocidas tienen un espectro de actividad mas amplio que el de los
antibioticos, mientras que los antibioticos suelen tener blancos especificos
intracelulares, los biocidas pueden tener multiples blancos de accion (McDonnell y

Russell, 1999).



1.3.1 Clasificacion de los biocidas.

Los biocidas se clasifican en:

Esterilizantes: son sustancias involucradas en un proceso fisico o quimico
que destruye completamente o elimina toda la vida microbiana, incluyendo

esporas (McDonnell y Russell, 1999).

Preservativos: son sustancias que estan involucradas en la prevencion de la
multiplicacion de microorganismos en productos formulados, incluyendo productos

farmacéuticos y alimentos (McDonnell y Russell, 1999).

Antisépticos: son sustancias que destruyen o inhiben el crecimiento de
microorganismos y que son seguros para su aplicacion en tejido vivo (Cabrera y

col., 2007).

Desinfectantes: son sustancias generalmente quimicas que destruyen o
inhiben el crecimiento de microorganismos, y se usan sobre superficies y objetos

inanimados (Cabrera y col., 2007).

Los antisépticos y desinfectantes se utilizan ampliamente en los hospitales y
otros centros de salud para una variedad de aplicaciones topicas y en superficies
duras. Ademas, la creciente preocupacion sobre la posibilidad de contaminacion
microbiana y los riesgos de infeccion en la industria y el consumo de alimentos,
también han dado lugar a un mayor uso de los antisépticos y los desinfectantes

por el publico en general (McDonnell y Russell, 1999).



1.3.2 Clasificacion de los desinfectantes.
Desinfeccion de alto nivel: Elimina bacterias en forma vegetativa, virus

lipofilicos e hidrofilicos, micobacterias, hongos y algunas esporas.

Desinfeccion de nivel intermedio: Elimina bacterias en forma vegetativa,

incluyendo micobacterias, hongos y virus, pero no a las esporas bacterianas.

Desinfeccion de bajo nivel: Elimina la mayoria de las bacterias, algunos
virus lipofilicos y algunos hongos, pero no las micobacterias ni las esporas

bacterianas.

El material instrumental clinico se clasifica en: criticos, semicriticos y no

criticos, y esto debe considerarse al elegir el desinfectante a usar.

Criticos: requiere total asepsia (esterilizar). Son instrumentos que temporal o
definitivamente van a quedar en el interior del organismo. Ejemplo de este tipo de

instrumental: protesis, valvulas, hilos de sutura entre otros.

Semicriticos: deben estar desinfectados, pero no requieren esterilizacion.

Estos objetos entran en contacto con las mucosas o con piel intacta.

No criticos: deben estar rigurosamente limpios. Solo entran en contacto con
piel sana, no esta en contacto con ninguna cavidad del individuo (Silva y col.,

2006).

1.3.3 Mecanismo de accién de los antisépticos y desinfectantes.
Los estudios sobre el modo de accion de los agentes antimicrobianos sugieren

que, a diferencia de los antibioticos para los que la accidn es selectiva contra
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objetivos especificos de células, los biocidas pueden actuar en uno o varios sitios,
dentro de la pared celular, membrana o citoplasma (Gilbert y McBain, 2003). En la
actualidad se tiene mas informacion sobre los mecanismos de la accidon
antibacteriana de los antisépticos y desinfectantes. Cualquiera que sea el tipo de
célula microbiana, es probable que haya una secuencia comun de eventos que

suceden al poner en contacto la célula con el antimicrobiano, estos son:

1-. Interaccion del antiséptico o desinfectante con la superficie celular.

2-. Penetracion en la célula.

3-. Accidn en el sitio blanco.

La naturaleza y composicion de la superficie celular puede variar de un tipo de
célula a otro, pero también puede ser alterada como resultado de cambios en el
ambiente. La interaccion en la superficie celular puede producir un efecto
significativo sobre la viabilidad bacteriana. Las cubiertas mas externas de las
células microbianas por lo tanto, pueden tener un efecto significativo en la
sensibilidad (o insensibilidad) a los antisépticos y desinfectantes de las células

bacterianas (McDonell y Russell, 1999).

e Accibn en la pared celular

Algunos biocidas afectan a la pared celular de bacterias Gram negativas
mediante la unién no covalente a los componentes lipidicos. Las consecuencias
de esta interaccion fisica pueden ser cambio en el aspecto visible al microscopio
electrénico, especialmente la formacibn de ampollas y protuberancias

superficiales. Algunos biocidas se unen covalentemente a los componentes de la
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pared celular, incluyendo el peptidoglicano. En algunos casos no se afecta la
apariencia de la pared, pero la funcion si se ve afectada provocando cambios en
las propiedades de barrera de la envoltura celular incluyendo el aumento de la

permeabilidad (Russell y col., 2004).

e Accidn sobre la membrana celular

a-. Fuga de los componentes celulares: pueden ocurrir fugas de los

constituyentes de bajo peso molecular a partir de células enteras tratadas con un
biocida, entre estos: nucleésidos, nucleétidos y aminoacidos. La fuga es
generalmente rapida, y el aumento de la concentracién de biocida provoca fugas
mas répidas y extensas de los componentes celulares, provocando dafio a la

célula bacteriana (Russell y col., 2004).

b-. Inhibicion _de los procesos de energia: El estado de energia de las

membranas bacterianas se expresa como la fuerza protén motriz (PMF, por sus
siglas en ingles), compuesto de un potencial eléctrico y un gradiente de protones
gue se mantiene en las bacterias a través de su membrana citoplasmatica para
conducir los procesos vitales, incluyendo el transporte activo de solutos, la
fosforilacidon oxidativa y la sintesis de ATP. La PMF es generado por las
reacciones de oxidacion-reduccion que ocurren durante el transporte de
electrones. Diferentes tipos de biocidas ejercen efectos sobre la PMF a través de
la membrana citoplasmatica, desacoplando asi la sintesis de ATP a partir del

transporte de electrones (Russell y col., 2004).
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La interaccion con el citoplasma

a-. Desnaturalizacion y coagulacion _de proteina: algunos compuestos

biocidas son agentes alquilantes que reaccionan facilmente con los grupos amino,
carboxilo e hidroxilo en las proteinas, y causan la modificacion irreversible de la
estructura de estas proteinas. Otros agentes quimicos desnaturalizan las
proteinas por alteracion de las interacciones (puentes de disulfuro, enlaces de
hidrégeno, interacciones idnicas, hidrofilicas e hidrofobas) que mantienen la
estructura secundaria y terciaria de las proteinas. Los agentes que interfieren con
estas interacciones pueden causar la coagulacion irreversible de la proteina

(Russell y col., 2004).

b-. Efectos sobre los acidos nucleicos: algunos de los antimicrobianos

empleados tiene la capacidad de interactuar con el ADN de las bacterias,

causando dafios en el mismo (Russell y col., 2004).

En algunos agentes, tales como las biguanidas poliméricas, la alteracion de la
pared celular es una parte integral de su accion; por desestabilizar los cationes
asociados con la envoltura celular, causando con ello la reorganizacion del
lipopolisacarido (LPS). Estos agentes auto-promueven su entrada a la célula,
donde ejercen su accion letal; otros exhiben propiedades de superficie activa
(tensoactivos), como los compuestos de amonio cuaternario, fenoles y fenoles
sustituidos, los cuales actian causando dafio en la membrana celular. Para los
biocidas quimicamente reactivos, tales como el cloro y los agentes liberadores de

oxigeno, la accion bactericida mas probable es el resultado de la oxidacion de los

13



grupos tiol en toda una gama de enzimas unidas a la membrana e intracelulares,

mientras que los agentes tales como el alcohol y la clorhexidina en
concentraciones bactericidas, producen la desnaturalizacion de las proteinas
citoplasmaticas y la coagulacion del contenido de la célula. Cabe destacar que
incluso para los biocidas que afectan a varios objetivos y tienen distintos
mecanismos (tabla Il), la susceptibilidad de cada destino es variable y depende de
la concentracion del biocida (Gilbert y McBain, 2003).

Tabla Il: Resumen de los mecanismos de accién antibacteriana de los antisépticos y
desinfectantes.

Sitio blanco

Antiséptico o Mecanismo de accién

desinfectante

Envoltura celular

Glutaraldehido Unién cruzada a proteinas

(pared EDTA, otros Bacteria gramnegativa: remocion de Mg*”,
celular, membrana  permeabilizantes liberacién de algunos LPS
externa)

Membrana interna
citoplasmatica

CAC Dafio generalizado de la membrana que
Clorhexidina comprometen fosfolipidos de las dos membranas.
Diaminas Las bajas concentraciones afectan la integridad

PHMB (mezcla
heterodispersa de
bioguanidas de
polihexametileno),
alexidina
Fenoles

de la membrana, las altas concentraciones causan
congelamiento del citoplasma.
Induccién a la pérdida de aminoacidos.
Fase de separacion y formaciéon de dominios de
lipidos de membrana.
Pérdida, desacople.

Unién cruzada a
macromoléculas

Formaldehido
Glutaraldehido

Unién cruzada de proteinas, ARN y ADN.
Unién cruzada de proteinas de la envoltura celular y
en otros sitios celulares.

Intercalacién con el
ADN

Intercalacién de una molécula de acridina entre dos
capas de pares de bases en el ADN.

Acridinas

Interacciéon con

Compuestos con  Enzimas que se unen a membrana interaccién con

grupos tiol plata grupos tiol
Halégenos Inhibicién de la sintesis del ADN
Efectos en el ADN Peréxido de Ruptura de la hebra de ADN
hidrégeno, iones
de plata
Agentes oxidantes Halégenos Oxidacion de los grupos tioles a disulfitos,

sulféxidos o disulféxidos.

Peroxido de hidrégeno: Actividad debida a la
formacion de radicales libres OH-, que oxida a los
grupos tioles en enzimas y proteinas; acido
paracético: Inhibicidn de los grupos tioles en
proteinas y enzimas.

Peroxigenos

Tomado y modificado de Cabrera y col., 2007
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1.3.4 Factores que afectan la actividad de los desinfectantes.

La actividad biocida se ve afectada por varios factores, en particular, la
concentracion, el tiempo de contacto, el pH, la temperatura, la presencia de
material de interferencia, y la naturaleza, el nimero, la ubicacion y la condicién del
microorganismo (bacterias, esporas, levaduras y hongos, protozoos) o entidades

(priones, virus) (Russell, 2003).

Concentracion del desinfectante y tiempo de contacto: Estas variables estan

muy relacionadas entre si, ya que al modificar la concentracion provoca cambios
en el tiempo de contacto para lograr el mismo efecto antimicrobiano. Ademas, no
todas las bacterias mueren simultaneamente, ni cuando se aplica un exceso del

agente (Gilbert y McBain, 2003).

Temperatura: La actividad de un desinfectante suele aumentar cuando la

temperatura a la que actla se incrementa, pero en algunos casos a temperaturas

muy elevadas algunos agentes puede inactivarse (Russell y col., 2004).

pH: El pH del medio ambiente puede influir en la actividad de los biocidas
produciendo cambios tanto en la molécula antimicrobiana como en la superficie
celular. En el primer caso, el pH afecta la ionizacion de la molécula y esto afecta la
actividad del producto, algunos biocidas son mas eficaces a pH acidos, y otros son
mejores a pH basicos. En el segundo caso, a medida que aumenta el pH, el
namero de grupos cargados negativamente sobre la superficie de las células

bacterianas aumenta. Asi, las moléculas cargadas positivamente tienen un mayor
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grado de union, por ejemplo, los compuestos de amonio cuaternario y los

colorantes, como el cristal violeta y violeta de etilo (Russell y col., 2004).

Presencia de material de interferencia: Entre las sustancias que

mayoritariamente interfieren con la accion de los desinfectantes se encuentra la
materia organica. La materia organica se produce en varias formas: suero, sangre,
pus, tierra, residuos de alimentos, materia fecal, entre otros. Esta puede interferir
con la actividad microbicida de los desinfectantes y otros compuestos
antimicrobianos, esto debido a que se produce una interaccion entre el biocida y la
materia organica, dejando asi una concentracion reducida de agente
antimicrobiano para atacar los microorganismos, también es probable que la
materia organica proteja a los microorganismos de los ataques (Russell y col.,

2004).

El nimero y la ubicacién de los microorganismos: La concentracion de los

microorganismos afecta la actividad del desinfectante empleado, ya que es mas
facil para un agente antimicrobiano ser eficaz cuando hay pocos microorganismos
contra los que tiene que actuar. Del mismo modo, la ubicacion de los
microorganismos debe ser considerada en la evaluacion de la actividad

antimicrobiana (Russell y col., 2004).

1.3.5 Compuestos de amonio cuaternario.

Los agentes tensoactivos son agentes de superficie activa (surfactantes) que
tienen dos regiones en su estructura molecular: un grupo hidrocarburo repelente al

agua (hidrofébico), y un grupo con afinidad por el agua (hidrofilico o polar).
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Dependiendo de la carga o la ausencia de la ionizacion del grupo hidrdfilo, los

agentes tensoactivos se clasifican en:

Compuestos anidnicos: cuando la carga que posee es negativa.

Compuestos catidnicos: cuando la carga que posee es positiva.

Compuestos no ionicos: la parte hidrofébica de la molécula no es un ion.

Compuestos anfoliticos (anfétero): tienen caracter de mezcla aniénica-
cationica. Estos compuestos combinan la propiedad detergente de los compuestos
aniénicos con las propiedades bactericidas de los compuestos cationicos (Russell,

2004)

Cabe destacar que de estos compuestos, los catidnicos han sido utilizados
ampliamente en la antisepsia por mas de medio siglo, sin una aparente reduccién
de su eficacia, y continban siendo el pilar de la antisepsia y la desinfeccion

guimica de rutina (Gilbert y Moore, 2005).

Los compuestos de amonio cuaternario presentan una estructura general

NR:R,R3R," X (figura 3) (Hegstad y col., 2010).

Rl

| .
3~ '\{\R4

R2

Figura 3: Estructura de los compuestos de amonio cuaternario (tomado de
http://laenciclopediagalactica.info/2011/12/compuestos-cuaternarios-de-amonio-gacs/  consultado
01/02/12)

R
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Entre los antimicrobianos catiénicos comunmente usados estan: los
compuestos de amonio cuaternario QAC (cetrimida, cloruro de benzalconio),
bisbiguanidas (clorhexidina, hibitane) y biguanidas poliméricas (Vantocil). Todas
estas moléculas, cargadas positivamente, se adhieren firmemente a las paredes
celulares y las membranas de las bacterias debido a que estan cargadas
negativamente, siendo estos los sitios blancos de este tipo de agentes (Gilbert y

Moore, 2005).

La superficie mas externa de las células bacterianas posee una carga neta
negativa, a menudo estabilizada por la presencia de cationes divalentes, por lo
tanto los agentes antimicrobianos cationicos tienen una alta afinidad de union a las
células bacterianas. A menudo, estos agentes sélo requieren una fuerte carga
positiva junto con una region hidréfoba, con el fin de interactuar con la superficie

de la célula e integrarse en la membrana citoplasmética (Gilbert y Moore, 2005).

Entre los antisépticos y desinfectantes mas utiles, estan los QACs, que se han
utilizado para una variedad de propositos clinicos. Ademas de tener propiedades
antimicrobianas, los QACs son también excelentes agentes para la limpieza de

superficies duras y desodorizacién (McDonnell y Russell, 1999).

Los QAC son compuestos tensioactivos, anfoteros, que contienen
generalmente un nitrdgeno cuaternario asociado con, al menos, un sustituyente
hidrofébico. La longitud de la cadena hidrofoba afecta la efectividad del
antimicrobiano. Para bacterias Gram positivas y levaduras, la actividad se

maximiza con longitudes de cadena de n = 12-14, mientras que para bacterias
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Gram negativas, la actividad Optima se consigue para los compuestos con una
longitud de cadena de n = 14-16. La actividad antimicrobiana de los QAC hacia las
diferentes especies de bacterias depende de la hidrofobicidad de esta cadena. Los
QAC son incompatibles con una amplia gama de agentes quimicos, incluyendo los
tensioactivos anibnicos, surfactantes no i6nicos como tween, lecitina y otras

sustancias que contengan grasas (Russell, 2004).

Figura 4: Representacion de la cadena larga hidréfoba (morado) en la molécula de amonio
cuaternario (tomado y modificado de Gilbert y Moore, 2005).

El modo de accion de los QAC contra las células bacterianas implica una
perturbacion general de las membranas celulares. Tal accion conduce a una fuga
generalizada y progresiva de materiales citoplasméaticos al medio ambiente. La
actividad antimicrobiana de los QACs se relaciona principalmente con la propiedad
de surfactante catiénico (Hegstad y col., 2010). La secuencia de eventos que se
producen en los microorganismos expuestos a los agentes catiénicos son: (i) la
adsorcion y la penetracion del agente en la pared celular, (i) la reaccién con la
membrana citoplasmaética (lipidos o proteinas), seguido por la desorganizacion de

la membrana, (iii) la fuga de material intracelular de bajo peso molecular, (iv) la
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degradacion de proteinas y acidos nucleicos, y (v) la lisis de la pared causada por
las enzimas autoliticas, ocurriendo una pérdida de la estructura, la organizacion y
la integridad de la membrana citoplasmética en las bacterias, junto con otros
efectos perjudiciales para la célula bacteriana (figura 5) (McDonnell y Russell,

1999).

Fosthlpisos Protehas Cloruro g2 D

Figura 5: Mecanismo de accion de los biocidas de amonio cuaternario. Los segmentos (a-f)
muestran la accién progresiva de la union de las cabezas de los QACs con la cabeza polar de los
fosfolipidos dentro de la membrana. Esto conduce a la disminucion de la fluidez de las bicapas y
crea poros hidrofilos en la membrana. La funcion de las proteinas es perturbada con la lisis de la
célula, y la solubilizacién de los fosfolipidos (Gilbert y Moore, 2005).

La actividad antimicrobiana de los QAC depende de la concentracion del

agente. A bajas concentraciones el agente se une firmemente a los sitios
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anioénicos que se encuentran en la superficie de la membrana, haciendo que las
células pierdan la capacidad de osmorregulacion; los niveles intermedios
perturban algunos procesos que ocurren en la membrana, tales como la
respiracion, el transporte de solutos, y la biosintesis de la pared celular. Las altas
concentraciones eliminan las células por solubilizacién de las membranas y por

liberacién todo el contenido celular (Gilbert y Moore, 2005).

A nivel molecular la accién de los QAC implica una asociacién del nitrégeno
cargado positivamente con los fosfolipidos de la membrana. La cola hidrofoba
entonces penetra la membrana hidrofébica. Asi, a baja concentracion, tal
interaccién aumenta la presion superficial, disminuyendo la fluidez de membrana y
perdiendo funciones osmoregulatorias y fisiolégicas. A concentraciones mayores
se forman agregados micelares mezclados, que solubilizan los componentes

hidrofébicos de la membrana lipidica (Gilbert y Moore, 2005).

El Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio, es uno de los compuestos de
amonio cuaternario de mayor uso, ademas es agente activo de los antisépticos de
accion polivalente (Guariglia y col.,, 2008). La estructura quimica de este

compuesto se muestra en la figura 6.
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Figura 6: Estructura quimica del Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio (tomado y
modificado de loannou y col., 2007)

1.3.2 Hipoclorito de sodio.

Un gran numero de compuestos provenientes del cloro estan disponibles
comercialmente. Entre estos se puede mencionar el cloro liquido, el dioxido de
cloro, los hipocloritos de sodio y calcio. El cloro elemental, es un gas, puede ser
suministrado como un liquido por compresion y enfriamiento del gas, pero cuando
se libera bajo presion atmosférica, se convierte inmediatamente en forma
gaseosa. Debido a los peligros del gas de cloro, rara vez se utiliza como
desinfectante. El diéxido de cloro es un compuesto muy reactivo y por
consiguiente tampoco puede ser usado como desinfectante. Los hipocloritos son
sales de los iones hipoclorito (OCl,). La sal de sodio produce una solucion acuosa,
mientras que la sal de calcio es un sdlido. La especie activa es el acido

hipocloroso (HOCI) no disociado, no el cloro (Rutala y Weber, 1997).

El hipoclorito de sodio (NaOCI), es un compuesto oxidante, de accion rapida
(figura 7), utilizado a gran escala para la desinfeccibn de superficies, la

desinfeccién de ropa hospitalaria y desechos, para descontaminar salpicaduras de
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sangre, desinfeccién de equipos y mesas de trabajo resistentes a la oxidacion,
eliminacion de olores y desinfeccion del agua. Es el compuesto més usado para la

desinfeccién y limpieza en el area doméstica (Rutala y Weber, 1997).

o T
Na™ | Cl
&

A

Figura 7 Estructura del hipoclorito de sodio (tomado de
http://www.indiamart.com/arbudachemical/ consultado 01/02/12).

El hipoclorito ha mantenido una posiciébn predominante como desinfectante
eficiente, ya que tiene muchas de las propiedades del desinfectante ideal, que
incluyen: un amplio espectro antimicrobiano, un bactericida de accion répida, la
solubilidad en agua, una estabilidad relativa tanto en su forma concentrada como
cuando se encuentra diluido; no téxico para humanos a las concentraciones de
uso, tiene accién desodorante, no inflamable y es de bajo costo. Las desventajas
de los hipocloritos como desinfectante incluyen: la irritacion a las membranas
mucosas, el potencial para interactuar con algunos productos quimicos, lo que
resulta en la formacién de gas de cloro toxico, el olor cuando se utiliza en formas
concentradas, y la disminucion de la eficacia en presencia de materia organica

(Rutala y Weber, 1997).

El hipoclorito de sodio es comercializado como una solucion clara, de ligero

color verde-amarillento y olor caracteristico (http://www.lenntech.es 05/02/2012).
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Las soluciones de hipoclorito de sodio de uso doméstico contienen de 4 a 6% de

hipoclorito (Rutala y Weber, 1997).

El hipoclorito de sodio tiene una actividad antimicrobiana amplia, en general,
los virus y las bacterias vegetativas son mas susceptibles a los hipocloritos de lo
gue lo son las esporas bacterianas y micobacterias (Russell, 2004). El mecanismo
que se ha postulado, por el cual el cloro actta como un desinfectante es la
inhibicion de las principales reacciones enzimaticas dentro de la célula y la
desnaturalizacion de las proteinas, mediante el poder de oxidacion de los 4&tomos
de oxigeno libre y las reacciones de sustitucion del cloro. Cuando el hipoclorito de
sodio se disuelve en agua, se generan dos sustancias, estas son el &cido
hipocloroso (HOCI) y el ion hipoclorito (OCI’), el cual es menos activo. La especie
activa es el acido hipocloroso (HOCI). La disociacion del &cido hipocloroso a la
forma menos microbicida (ion hipoclorito) es dependiente del pH. A medida que el
pH aumenta, se ve favorecida la formacién del ion hipoclorito y disminuye la
actividad microbicida (Rutala y Weber, 1997). Dos factores que pueden afectar
notablemente la accidon antimicrobiana del hipoclorito de sodio por la materia
organica, ya que el cloro es un quimico altamente reactivo, y el pH, que como ya
se menciono los hipocloritos son mas activos a pH acido que a pH alcalino

(Russell, 2004)
(@) NaOCI+HZO —> HOCI + NaOH

(b) HOCI+ NaOH <«——> Na +OH +OCI

Esquema: (a) Hipoclorito de sodio al disolverse en agua. (b) La disociacion del

acido hipocloroso (tomado y modificado de http://www.lenntech.es 05/02/2012).
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La pared celular de los microorganismos patdgenos esta cargada
negativamente, de esta manera puede ser penetrada por el acido hipocloroso

neutro.

Muchos factores afectan la estabilidad del cloro y la eficacia de su actividad
antimicrobiana. Entre estos se puede mencionar: la concentracién de cloro, la
presencia y concentracion de iones de metales pesados, el pH de la solucion, la
temperatura de la solucién, la presencia de una biopelicula, la presencia de
material orgénico, y la radiacion ultravioleta. En general, las soluciones de cloro
mas estables tienen las siguientes caracteristicas: bajas concentraciones de cloro,
ausencia de cobre, niquel, cobalto u otros catalizadores de descomposicion, la
temperatura baja, ausencia de material organico, y de almacenamiento en la
oscuridad y en contenedores cerrados (es decir, protegida de la luz UV). Por ende,
el uso a temperatura ambiente, en forma diluida, en un rango de pH adecuado, en
ausencia de catalizadores y al almacenamiento en recipientes opacos son las
condiciones que favorecen su estabilidad al usarlo tanto en hospitales, y otros

centros de salud y como en el area doméstica (Rutala y Weber, 1997).

1.4 Resistencia bacteriana a los biocidas.

Para sobrevivir en el medio ambiente, las bacterias necesitan responder a
situaciones estresantes, tales como baja concentraciones de nutrientes y
crecimiento en condiciones no ideales. Ademas, pueden ser expuestas a un
amplio rango de biocidas que pueden actuar como una presion selectiva para la

seleccién y aislamiento de cultivos resistentes (Russell, 2003).
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Un cultivo se considera resistente a un biocida cuando no se inactiva ante la
concentracion recomendada del antimicrobiano, o a una concentracion del biocida

gue inactiva otras cepas de ese organismo (Russell, 2003).

Las bacterias tienen distintos mecanismos de resistencia a los agentes

biocidas: la resistencia intrinseca y la resistencia adquirida.

1.4.1 Resistencia intrinseca.

La resistencia intrinseca es una propiedad natural, cromos6micamente
codificada, de una célula bacteriana que le permite eludir la accibn de un
antiséptico o desinfectante. Las bacterias Gram negativas tienden a ser mas
resistentes que los organismos Gram positivos (McDonnell y Russell, 1999). Esta
resistencia es usualmente mostrada como una reduccion en la entrada del biocida
y ocurre como un resultado de la eficiencia de las barreras de impermeabilidad o
de las bombas de exclusion (Russell, 2003).

La resistencia puede estar mediada por la impermeabilidad, el flujo de salida y
la adaptacién fenotipica (biopeliculas):

Impermeabilidad.

Las estructuras que confieren impermeabilidad bacteriana incluyen las paredes
celulares y las esporas de los microorganismos. Entre las bacterias vegetativas, la
susceptibilidad a un biocida es una funcién de la permeabilidad del biocida a
través de la pared celular; las bacterias Gram positivas son mas permeables y
susceptibles a los biocidas, mientras que las micobacterias y las bacterias Gram
negativas, que tienen una pared celular mas compleja, son menos permeables y

susceptibles. La pared celular en las bacterias Gram negativas se compone de
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una membrana interna y proteinas asociadas al eflujo, peptidoglicano, y una
envoltura externa compuesta de dos capas de una membrana externa y
componentes de lipopolisacaridos. La membrana externa contiene canales
hidréfilos, las porinas, que regulan el paso de solutos. Los cambios en la
membrana externa que afectan el tamafio de porinas o alteran la expresion de las
porinas para prevenir la penetracion, resultan en una susceptibilidad reducida a los
biocidas (Sheldon, 2005).

Eflujo de salida.

Las bombas de eflujo son proteinas transportadoras de membrana,
involucradas en la expulsién de sustancias toxicas desde el interior de las células
al exterior. Estas bombas se agrupan en distintas familias capaces de expulsar
una gran variedad de compuestos (Piddock, 2006).

Adaptacion fenotipica (biopeliculas).

Una biopelicula es una comunidad de microorganismos sésiles, que estan
irreversiblemente unidos a una superficie, embebidos en una matriz extracelular

polimérica, y exhiben una tasa de crecimiento alterada (Sheldon, 2005).

Las biopeliculas se caracterizan por:

+ Adherencia

+ Heterogeneidad

+ Diferentes microambientes (pH, tension O,, concentracién de iones,
carbono, nitrégeno)

+ Resistente a las defensas del hospedero, agentes antimicrobianos y

detergentes
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¢ Quorum sensing (Bjorland y col., 2005)

La resistencia a los biocidas en las biopeliculas se le atribuye a la unién del
biocida a la biopelicula, la neutralizacion, inactivacion o la degradacion del biocida
(Sheldon, 2005).

1.4.2 Resistencia adquirida.

La resistencia adquirida puede surgir por mutacion o adaptacion del
microorganismo, o por la adquisicibon de elementos tales como plasmidos,

transposones u otro elemento genético (Russell, 2003).

Mecanismos de resistencia adquirida a los biocidas.

La resistencia a los biocidas se produce a través de uno de los 3 mecanismos
generales, que incluyen la restriccion de la entrada del biocida a las células, la
salida activa de los biocidas y, por ultimo, la inactivacién de los biocidas (Russell,

2004).

Restriccion de la entrada del biocida a las células.

Dado los mudltiples objetivos que tienen la mayoria de los biocidas en las
células bacterianas, es razonable que los cambios celulares tienen un impacto
sobre la acumulacion de biocida (Russell, 2004). Los cambios de permeabilidad
son responsables de la resistencia adquirida a los biocidas en bacterias Gram
negativas, sugiriendo la presencia de mutaciones en los genes que codifican para

las proteinas de membrana externa (Poole, 2002).
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Flujo de salida

Las proteinas de eflujo proporcionan a los microorgamismos resistencia a los
biocidas. Estas muestran una amplia especificidad de sustrato, con capacidad
para una variedad de agentes estructuralmente no relacionados, que también

puede incluir los antibioticos.

Los genes de resistencia pueden estar codificados en plasmidos (tabla Ill). La
adquisicion de bombas de eflujo codificadas por plasmidos es especialmente
importante para los mecanismos de resistencia a los QAC. Los genes que
codifican las bombas de eflujo son usualmente transmitidos en plasmidos,
confiriendo una menor susceptibilidad a los agentes antisépticos. Entre estos
genes podemos mencionar: gacA, gacB, estos son comunes en las cepas clinicas
de Staphylococcus aureus. El gen qacEA1 es el derivado semifunctional de gacE.
Este determinante confiere resistencia a niveles bajos de exportacion de los QAC.
El gen gacA confiere resistencia a una variedad de cationes organicos, incluidos
los cationes monovalentes y divalentes. Se encuentra en una variedad de
plasmidos y en el cromosoma. El gen gacB proporciona resistencia a cationes
organicos monovalentes y en niveles bajos para algunos compuestos divalentes y
se encuentra en varios plasmidos. Estos genes (gacA y (qcaB) estan
estrechamente relacionados, se ha demostrado que sélo hay uno o dos cambios
en la secuencia, que resultan en un solo cambio del aminoé&cido en el residuo 323

Asp para gacA, y Ala en gacB (Mayer y col., 2001).
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Inactivacion

Otro mecanismo de resistencia consiste en inactivar al biocida, para que no
ejerza su accion antimicrobiana. Ejemplo de este mecanismo es la formaldehido
deshidrogenasa, codificada por pladsmidos, que proporciona resistencia al

formaldehido en E. coli (Russell, 2004).

Tabla Ill: Posibles mecanismos de resistencia a desinfectantes codificados en plasmidos.

Agente Quimico Ejemplos Mecanismo de resistencia
Antisépticos o Sales de clorhexidina + Inactivaciéon del agente, bombas de eflujo y
desinfectantes QACs disminucién de la entrada del agente.
Compuestos de plata +Bombas de eflujo y disminucién de la
Formaldehido entrada del agente.
Acridinas + Disminucion de la entrada del agente.
Diamidinas + Alteraciones en la superficie celular.
Cristal violeta + Bombas de eflujo S. aureus.

+*Bombas de eflujo S. aureus.
+ Bombas de eflujo S. aureus.
Organomercuriales + Inactivacion.
Otros Biocidas Bromuro de etidio + Bombas de eflujo.

Tomado y modificado de McDonnell y Russell, 1999.

1.4.3 Factores contribuyen a la resistencia bacteriana a los biocidas.

El uso indiscriminado de los biocidas ha seleccionado a las bacterias dotadas
de multiples mecanismos (bioquimicos, genéticos, moleculares y celulares) (tabla
IV), que desarrollen estrategias inherentes y adquiridas, que les permiten evadir
con efectividad la accion de estos compuestos (Cabrera y col., 2007). Otros

factores que contribuyen al desarrollo de la resistencia son:

e La presencia en el medio ambiente de los residuos de biocidas.
e El uso incorrecto de los biocidas.
e El uso de un biocida que es ineficaz contra el microorganismo contaminante

(Russell, 2003).
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e El uso de elementos para limpieza casera, ya que las sustancias
antibacterianas afadidas a estos elementos pueden apresurar la seleccion de
cepas resistentes (Cabrera y col, 2007).

La creciente preocupacion por la posibilidad de contaminacion microbiana y
los riesgos de infeccidon en el mercado de los alimentos, también han llevado a un
aumento en el uso de los antisépticos y los desinfectantes por el publico en

general (McDonnell y Russell, 1999).

Tabla IV: Mecanismos de resistencia bacteriana a los biocidas
Mecanismos de resistencia
Intrinsecos
Impermeabilidad.
Bombas de eflujo.
Biopeliculas.

Adquiridos

Inactivacion/modificacion

Restriccion de la entrada del biocida a las células

Disminucién en acumulacion (mediado por eflujo)
Tomado y modificado Cabrera y col., 2007

La resistencia bacteriana a los agentes antimicrobianos representa un
problema de salud publica a nivel mundial. Este fenbmeno adquiere mayores
dimensiones en el ambiente hospitalario, debido a la presion selectiva ejercida por
el uso de los antimicrobianos, promoviendo la seleccién y acumulacion de genes
de resistencia entre las poblaciones bacterianas residentes en el recinto (Redondo
y col., 2008). Pero también es necesario estudiar la presencia de estos genes en
bacterias que no hayan sido aisladas de ambientes hospitalarios, que no estan
expuestas a esta presion selectiva constante, pero que si presentan resistencia a

los antibioticos (Cabrera y col., 2007).
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Cabe destacar que la presencia de enterobacterias resistentes a una amplia
variedad de antimicrobianos es cada vez mayor e incrementa la necesidad de
detectar estas resistencias precozmente en el laboratorio (Famiglietti y col., 2005).
Las especies bacterianas que habitan en el tracto intestinal de los animales
superiores tienen que ser capaces de sobrevivir a la variedad de productos
quimicos nocivos producidos en ese entorno. Los organismos entéricos Gram
negativos pueden sobrevivir y crecer en concentraciones de agentes tales como
sales biliares y acidos grasos, que son inhibidores de bacterias Gram positivas.
Una variedad de organismos patdgenos pueden desarrollar resistencia a los
agentes biocidas a través de la adquisicion de genes de resistencia, a menudo en
los plasmidos y otros elementos genéticos o a través de mutaciones. Ademas,
mediante adaptacion (es decir, en ausencia de mutacién) pueden cambiar en
respuesta a la exposicion de biocidas o cambios en la fisiologia celular (Russell y

col., 2004)

1.5 Bombas de eflujo.

A través de la evolucion de los microorganismos, se han ido seleccionando
mecanismos de defensa frente a los efectos tdéxicos de los antimicrobianos y otros
farmacos. Uno de estos mecanismos es la excrecion activa del antimicrobiano
acumulado en la célula a través de las proteinas que conforman sistemas de eflujo
(Marchetti y col., 2011).

El eflujo es el bombeo de un soluto fuera de una célula (Piddock, 2006). Las
bombas de eflujo son transportadoras de membrana, involucrados generalmente

en la extrusidon de sustancias toxicas desde el interior de las células al medio
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externo. Estas proteinas se encuentran presentes en microorganismos Gram
positivos, Gram negativos y eucariotas. Las bombas de flujo pueden ser
especificas para un sustrato o puede transportar una serie de compuestos
estructuralmente diferentes, y a la vez pueden discriminar entre sustratos y
componentes celulares proporcionando resistencia a mdultiples drogas (Multiple
Drug Resistance MDR) (Marchetti y col., 2011). El aumento de eflujo disminuye la
concentracion intracelular del antimicrobiano, el organismo se hace menos
susceptible a dicho agente, permitiendo asi la supervivencia bacteriana para un
lapso mayor de tiempo. Es importante destacar que los genes que codifican las
bombas de flujo pueden encontrase en el cromosoma 0 en elementos

transmisibles, tales como plasmidos (Piddock, 2006).

Todos los genomas bacterianos estudiados contienen diversidad de genes
para bombas de eflujo. Se ha estimado que entre el 5- 10% de todos los genes de
un microorganismo estan involucrados en el transporte y una gran proporcion de

los mismos codifican para bombas de eflujo (Marchetti y col., 2011).

Los sistemas de multirresistencia a farmacos (MDR) son capaces de expulsar,
de forma relativamente inespecifica, un amplio numero de sustratos no
relacionados entre si estructuralmente. Los primeros sistemas MDR descritos en
bacterias fueron los QacA en Staphylococcus aureus y EmrB en Escherichia coli
(Sanchez, 2003). Estos sistemas de eflujo de multiples farmacos representan una
amenaza clinica preocupante, ya que la adquisicion de un sistema Unico por una
célula puede disminuir su susceptibilidad a un amplio espectro de farmacos

quimioterapéuticos (Paulsen y col., 1993).
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El hecho que estas bombas reconozcan gran variedad de sustratos
estructuralmente distintos, es debido a que la identificacion del sustrato esta
basada en las propiedades fisico-quimicas (hidrofobicidad, aromaricidad,
capacidad de unir hidrogeno y caracter ionizable) y no en las propiedades
quimicas definidas, como ocurre en el paso de enzima-sustrato o ligando-receptor

(Marchetti y col., 2011).

Los residuos de amino&cidos presentes en la proteina transportadora afectan
la funcion del transportador, un ejemplo de esto es la presencia de residuos acidos
(acido aspértico o glutamico), que son esenciales para el transporte de moléculas

cargadas positivamente (Sanchez, 2003).

Se han identificado en el cromosoma de una misma bacteria numerosos
genes que codifican diferentes transportadores, esto indica que la expulsién de
farmacos debe ser un efecto colateral de la funcién principal para la cual han sido
seleccionados, estando estos implicados en mecanismos generales de

destoxificacion (Sanchez, 2003).

1.5.1 Familias de bombas de eflujo.

Los sistemas de eflujos se encuentran agrupados en familias, basadas en la
similitud de las secuencias de aminoacidos, las similitudes de tamafio y las
estructuras secundarias. Filogenéticamente, las bombas de eflujo pertenecen a
familias denominadas:

1-. Familia de casete de union al ATP (ATP binding cassette ABC).

2-. Superfamilia del facilitador principal (major facilitator superfamily MFS).
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3-. Familia de extrusion de multifarmacos y toxicos (multidrug and toxic-
compound extrusion MATE).

4-. Familia de resistencia a multifarmacos pequefios (small multidrug
resistance SMR).

5-. Familia de resistencia a division por nodulacién (resistance nodulation
division RND).

La familia ABC esta conformada por transpotadores activos primarios cuya
actividad depende de la captacién e hidrolisis de ATP, mientras que las familias
SMR, MATE, MFS, RND son transportadores secundarios, ya que su actividad se
lleva a cabo por gradiente de protones. Un minimo de 12 segmentos
transmembrana son requeridos en su estructura para poder llevar a cabo el
transporte del sustrato. Dos de estas superfamilias: la familia de casete de unién al
ATP (ABC) y la superfamilia del facilitador principal (MFS), se encuentran
distribuidas entre organismos procariotas y eucariotas. RND, SMR y MATE estan

descriptas Unicamente en procariotas (Marchetti y col., 2011).
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Figura 8: Diagrama de comparacion de las 5 familias de bombas de eflujo ABC: familia de
casete de union al ATP. MFS: superfamilia del facilitador principal. MATE: familia de extrusion de
multifarmacos y toxicos. SMR: familia de resistencia a multifarmacos pequefios. RND: familia de

resistencia a divisién por nodulacion (Tomado de Piddock, 2006).

Familia de casete de unién al ATP (ATP binding cassette ABC): son
transportadores primarios presentes en las células eucariotas, eubacterias y
archaeabacterias. Estas bombas utilizan como fuente de energia la hidrélisis de
moléculas de ATP. Esta superfamilia comprende dos clases de proteinas
diferentes, las denominadas tipo-procariota (PK-type) y las de tipo-eucariota (EK-
type). Las proteinas PK-type presentan tres componentes: (1) dos proteinas
integrales con seis segmentos transmembrana, (2) dos proteinas periféricas que
capturan e hidrolizan ATP, y (3) una proteina periplasmica donde se une el
sustrato. En las bacterias, los transportadores tipo ABC poseen alta especificidad
por los sustratos, que incluyen azucares, aminoacidos, cationes metélicos,
complejos organicos de hierro, vitaminas y antimicrobianos (Marchetti y col.,

2011).
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Superfamilia del facilitador principal (major facilitator superfamily MFS):
Los transportadores secundarios de la superfamilia MFS, al igual que los
anteriores, pueden observarse en bacterias Gram positivas, Gram negativas y
células eucariotas de algunos mamiferos. Representa uno de los grupos mas
extensos dentro de los transportadores secundarios. Estudios recientes
demuestran que en general tienen una estructura conformada por dos dominios
proteicos que constituyen un poro de translocacion central. Tienen de 12 a 14
segmentos transmembrana, con un sitio de unién al sustrato simple, conteniendo
un residuo cargado para la union del protébn que seré intercambiado por dicho

sustrato (Marchetti y col., 2011).

Familia de extrusion de multifarmacos y téxicos (multidrug and toxic-
compound extrusion MATE): estdn presentes en procariotas, levaduras y
plantas. Estas constan de 12 segmentos transmembrana, las proteinas que se han
caracterizado en procariotas funcionan intercambiando moléculas de sustrato por
iones Na* (Sanchez, 2003).

Familia de resistencia a multifarmacos pequefios (small multidrug
resistance SMR): Los transportadores secundarios mas pequefios conocidos
pertenecen a la familia SMR. Estas proteinas contienen alrededor de 110 residuos
de aminoacidos de longitud con 4 segmentos transmembrana. Dado que estas
proteinas son tan pequefas, se ha propuesto que pueden funcionar como
complejos oligoméricos (Paulsen y col., 1993). Estan acopladas al potencial de
membrana expulsan antimicrobianos y detergentes entre otros compuestos

(Sanchez, 2003).
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Familia de resistencia a division por nodulacién (resistance nodulation
division RND): son transportadores exclusivos de microorganismos Gram
negativos, poseen un espectro de accion amplio, pudiendo reconocer una amplia
variedad de sustratos entre ellos antibidticos, asi como también otros agentes
farmacoldgicos, como detergentes y antisépticos. Los miembros de la superfamilia
RND tienen 12 segmentos de transmembrana. Estan organizados a modo de
sistemas multicomponentes, en los cuales la bomba de eflujo propiamente dicha
se encuentra ubicada en la membrana interna y trabaja conjuntamente con una
proteina periplasmica de fusion (MFP o Membrana Fusion Protein) que actua
como nexo de unién entre la bomba de eflujo y una proteina de la membrana o
porina (OMP: Outer Membrane Protein) situada, como su nombre lo dice, en la

membrana externa (Marchetti y col., 2011).

El flujo a través de la membrana de los microorganismos Gram positivos no es
igual al de los microorganismos Gram Negativos, ya que estos Uultimos poseen una
membrana externa. En el caso del eflujo en sistemas de doble membrana, la
droga es conducida desde el citoplasma hacia el exterior de la célula por el
sistema de tres proteinas que forman el canal de salida. Estos sistemas
multicomponente, incluyen a AcrAB-TolC de E. coli y MexAB-OprM de P.
aeruginosa perteneciente a la Superfamilia RND, con capacidad de bombear al
exterior una extraordinaria variedad de antibidticos, detergentes y agentes
guimioterapicos (Marchetti y col., 2011). Cabe destacar que la mayoria de los
transportadores MDR de bacterias Gram negativas pertenecen a la superfamilia

RND (Sanchez, 2003).
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La presencia de la membrana externa en Gram negativos ha condicionado la
estructura de los sistemas RND. Para que el transporte sea efectivo es necesario
atravesar la membrana citoplasmatica, el espacio periplasmético y la membrana
externa. Estos se consigue mediante un sistema de bombeo miltucomponente que
suele estar constituido por 3 proteinas, una proteina transportadora (RND) en la
membrana interna que esta acoplada al potencial de membrana, una proteina de
fusibn de membrana (MFP) y una proteina en la membrana externa (OMF) (Figura
9). Generalmente, los 3 componentes estan codificados en genes adyacentes

formando parte de un operén (Sanchez, 2003).

Antimicrobiano

EP

> @

Figura 9: Representacion esquematica de la estructura y funcion de los sistemas de eflujo RND en
bacterias Gram negativas EP: espacio periplasmico, MC: membrana citoplasmatica, ME:
membrana externa, OM: proteina de membrana externa tipo porina. MFP: proteina periplasmica
(tomado y modificado de Marchetti y col., 2011)

En E. coli, al ser un bacilo Gram negativo, es necesario un sistema de eflujo

tripartita para expulsar el antimicrobiano hacia el medio externo. Se han
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caracterizado 3 transpotadores Acr (ACRIidine resistancs): AcrAB, AcrEF y AcrD.
AcrAB y AcrEF son los sistemas de bombeo mas importantes de este

microorganismo desde el punto de vista de la resistencia a los antimicrobianos

(tabla V) (Sanchez, 2003).

Tabla V: Clasificacion de los transportadores MDR presentes en E. coli.

Transportador Organismo Sustratos

Superfamilia MFS

TetA E. coli Tetraciclina
EmrB E. coli Tetraclorosalicilanilido, tiolactomicina
MdfA E. coli Cationes lipofilicos (bromuro de etidio, tetrafenilfosfonio, rodamina

y benzalconio), antimicrobianos (tetraciclina, rifampicina, cloranfenicol y
eritromicina) e isopropil beta D-tiogalactopirandsido (IPTG)

MdtD E. coli Desconocidos

EmrY E. coli Desoxicolato

Superfamilia RND

AcrB E. coli Sales biliares y sus derivados, naranja de acridina, tetraciclina, eritromicina, cido
fusérico, novobiocina, dodecil sulfato sddico (SDS), desoxicolato y mitomicina C

ActF E. coli Igual que AcrB

AcD E. coli Aminoglucdsidos (amikacina, gentamicina, neomicina, kanamicina y tobramicina),
tetraciclina, dcido nalidixico, norfloxacino, novobiocina, SDS y desoxicolato

MdtB/MdtC E. coli Desoxicolato y novobiocina

YhiV E. coli Desoxicolato, doxorubicina, rodamina, eritromicina, cristal violeta,
benzalconio y SDS

Familia SMR

EmrE E. coli Cationes lipofilicos (bromuro de etidio y paraquat)

Familia MATE

YdhE E. coli Fluoroquinolonas, kanamicina y estreptomicina

Tomado y modificado de Sachez, 2003

1.5.2 Mecanismos de accién de las bombas de eflujo.

Se han formulado varias hipotesis de las posibles rutas de los transportadores,

por la cuales llevan a cabo su mecanismo de accion:
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1-. Hipdtesis de “la_aspiradora hibrofébica”. asume que la proteina esta

embebida en la bicapa de la membrana, el sustrato se mueve libremente en la
fase lipidica acercandose al canal central de la bomba proteica, y desde alli es

“aspirado” activamente y expulsado al exterior.

2-. Hipotesis de “flippase” propone que el sustrato alcanza la bomba proteica

desde dentro de la membrana y simplemente difunde al exterior.

3-. Hipotesis del “poro acuoso” este asume que la traslocacion incluye el
transporte del sustrato desde el citoplasma al exterior a través de poros acuosos

con sitios flexibles de reconocimiento del sustrato (Marchetti y col., 2011).

El mecanismo de accién de los sistemas de eflujo puede incluir los siguientes
pasos: (a) intercambio entre la droga sustrato y un protén unido a un residuo
cargado en el lado interno de la membrana, (b) traslocacion del sustrato tras una
serie de cambios conformacionales de la proteina transportadora, que conducen al
mismo a través de un canal hidrofébico, (c) remplazo del sustrato por el protén en
el medio externo y retorno al estado conformacional inicial. El resultado final es un

intercambio entre el sustrato y el proton (antiporte) (Marchetti y col., 2011).

Las bombas de eflujo pueden causar resistencia a los desinfectantes, por esta
razon es de gran importancia su estudio como causante de resistencia, no sélo en
cepas aisladas de ambientes hospitalarios sino, de aquellas cepas provenientes
de la comunidad que pueden portar resistencia a los antimicrobianos comiunmente

usados como el cloro y los compuestos de amonio cuaternario.
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2. ANTECEDENTES

Los desinfectantes son ampliamente usados en los centros de salud y el area
doméstica para la desinfeccion de todo tipo de superficies. Algunos biocidas se
han utilizado durante un siglo o mas, mientras que otros son de uso mas reciente.
Se ha reportado una reduccion de la susceptibilidad de las bacterias a estos
agentes antimicrobianos (Russell, 2003). Los mecanismos de accién de los
antibiéticos son bien conocidos, mientras que aquellos de los biocidas se
encuentran en investigacion. Los estudios al respecto afirman que los biocidas

presentan multiples sitios blanco (Cabrera y col., 2007).

Las primeras observaciones de la actividad antimicrobiana de los compuestos
de amonio cuaternario (QACs) datan de 1916, pero fue en la década de 1930 que
aumentd el uso de estos agentes. Los compuestos de amonio cuaternario son
biocidas ampliamente utilizados que poseen efecto antimicrobiano, pero en la
actualidad la resistencia a los QACs estd muy extendida entre una amplia gama

de microorganismos (Hegstad y col., 2010).

El descubrimiento del cloro en 1774 por el quimico sueco Scheele ayud6 a
marcar el comienzo de la era de la quimica. En 1825, el francés Labarraque
reportd el uso de hipoclorito de calcio para el saneamiento general de las
morgues, alcantarillado, letrinas, establos, salas de los hospitales, barcos, y en las
carceles. Dakin introdujo el uso generalizado de una solucién de hipoclorito de
sodio (aproximadamente 0,5%) para la antisepsia de heridas abiertas e infectadas

y en 1894, Traube establecio las propiedades de purificacion y desinfeccion de los
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hipocloritos en el tratamiento del agua siendo estos los primeros usos reportados

para este antimicrobiano (Rutala y Weber, 1997)

A finales de 1950 comenzaron los estudios de la resistencia en organismos
Gram negativos, y especialmente E. coli, y durante los ultimos afios se han
publicado varios estudios de resistencia a desinfectantes, en la mayoria de los
casos de cepas de origen clinico (Nufiez y Moretton, 2006). E. coli es reportada
como la bacteria uropatogénica de mayor incidencia tanto en la poblacion
masculina como en la poblacion femenina (Redondo y col., 2008). Pero poco se

conoce de la resistencia de estos aislados a los agentes desinfectantes.

2.1 Estudios a nivel internacional.

En el afio 1980 se realizé un estudio de la resistencia a los antisépticos y
antibiéticos de bacterias Gram negativas aisladas de infecciones en tracto urinario,
y entre estas bacterias E. coli es la bacteria que causa esta patologia con mayor
frecuencia. Entre los antimicrobianos estudiados estan clorhexidina, cetrimida,
glutaraldehido, nitrato fenil mercurico, una formulacién de fenol, y un antiséptico
que contiene una mezcla de picloxidina, fenoxioctilo, polietoxietanol, y cloruro de
benzalconio. EI método empleado consiste en agregar el antimicrobiano a las
placas de agar y la concentracion minima inhibitoria (MIC) se consider6 como la
menor concentracion del agente que permitio la formacion de colonias después de
la incubacion. Los resultados obtenidos muestran que E. coli fue uniformemente
sensible a los antibacterianos evaluados. Las MICs de E. coli frente a los seis

agentes esta muy por debajo de las concentraciones recomendadas de uso de
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estos. Sin embargo, la situacion es diferente con especies de Proteus, Providencia
stuartii, y Pseudomonas que muestran resistencia a los antisépticos catidnicos

(Stickler y Thomas, 1980).

Posteriormente también se realiz6 una evaluacion sobre la sensibilidad de
bacterias aisladas de sistemas de distribucion de agua potable clorados y no
clorados a este mismo antimicrobiano, reportandose que las bacterias del sistema
de aguas cloradas eran mas resistentes, tanto a las formas combinadas como
aguellas libres de cloro que las bacterias del sistema de agua no clorado, lo que
sugiere que puede haber seleccién para microorganismos cloro-tolerantes en
aguas cloradas. En este estudio se encontraron tanto bacterias Gram positivas

como Gram negativas (Ridgway y Olson, 1982)

Hiraishi y colaboradores en el afio 1995 estudiaron cepas aisladas de
diferentes  ambientes, clasificadas provisionalmente en el género
Methylobacterium. La mayoria de los aislados derivados de los suministros de
agua clorada exhibieron resistencia al cloro, mientras que solo 29 a 40% de los
aislados de aire, entornos acuaticos naturales y materiales clinicos mostraron
resistencia al cloro. Ninguna de las cepas ensayadas de especies de
Methylobacterium obtenidos a partir de colecciones de cultivo exhibieron
resistencia al cloro y los aislados resistentes al cloro se distribuyeron al azar entre
todos los grupos. Estos resultados demuestran que existe una diversidad
fenotipica y genética entre cepas resistentes al cloro dentro del género

Methylobacterium (Hiraishi y col., 1995).
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En un estudio realizado por Rutala y colaboradores en 1997, se evalud la
resistencia a desinfectantes (cuyo compuesto activo era el amonio cuaternario) de
cepas bacterianas resistentes y sensibles a distintos antibiéticos (incluyendo
cepas de E. coli). Los resultados que se obtuvieron en el estudio fueron los
siguientes: en presencia de QACs dilucién de 1:64 de las cepas de E. coli que
muestran resistencia a antibiéticos, 4 son resistentes al desinfectante y de las
cepas que son sensibles encontraron que 23 muestran resistencia al desinfectante
a esa dilucién; en presencia de la dilucion de 1:32 las cepas de E. coli que
muestran resistencia a los antibiéticos, 1 es resistente al desinfectante y de las
cepas que son sensibles, 14 muestran resistencia al desinfectante a esa dilucion.

No se encontr6 resistencia cruzada entre antibiéticos y desinfectantes.

En un estudio de 2 cepas isogénicas de E. coli, los autores evaluaron la
resistencia al cloro en respuesta a la tasa de oxigenacion y la deficiencia de
nutrientes, encontrando que la cepa mutante de E. coli deficiente en el
antioxidante GSH no fue méas sensible para el oxidante que su cepa progenitora,
cuando las bacterias se cultivaron con una tasa baja de O,. Al aumentar la
oxigenacion aumenté de la resistencia de la cepa madre al cloro, mientras que la
resistencia de la cepa deficiente se mantuvo sin cambios. GSH desempeia un
papel clave en la defensa celular contra el cloro, ya que actia como un eliminador

de agentes oxidantes. (Saby y col., 1999).

Un trabajo del afio 2000 realizado en Brasil por Guimardes y colaboradores
evaluo la resistencia a desinfectantes de cepas de ambientes hospitalarios que

tenian previa evaluacién de resistencia a diferentes antibiéticos. Entre los veintiin
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patdgenos resistentes a los antibidticos que se evaluaron, 11 cepas (52%) fueron
resistentes a los QACs y entre estas cepas resistentes se encontraba una cepa de

E. coli.

Bischoff y colaboradores para el afio 2001, realizaron un estudio para evaluar
la resistencia a desinfectantes en bacterias del género Enterococcus, debido a su
importancia como patégenas nosocomiales. Se evaluaron muestras de
Enterococcus faecalis de sangre y de heces de pacientes hospitalizados, ademas
estudiaron muestras de heces de animales de granja, y de los alimentos (leche y
productos lacteos; carne y productos carnicos). Se determiné la presencia de los
genes (gacA, gacB, qacC, smr [gacC + gacD], gacED1, gacG, gacH, gacJ
mediante PCR. La resistencia de los aislados a QAC y antibiéticos se evalud
mediante microdilucion. Los resultados obtenidos en este estudio fueron: en 4
cepas de 585 (0,7%) de E. faecalis se detectaron genes de resistencia a QAC, los
genes gacA / B se encontraron en 2 cepas, una cepa de ganado y un aislado de la
sangre humana; mientras que las 2 cepas restantes dieron positivas para smr
(gacC + gacD), una cepa de materia fecal humana y en una cepa de queso. Los

genes gacED1, gacG, gacH y gacJ no fueron detectados (Bischoff y col., 2001).

En otro estudio se realizaron 2 tipos de pruebas, un método basado en la
difusion en agar del antimicrobiano y un método de contacto directo. En este
altimo el hipoclorito de sodio (2%) tuvo un efecto antimicrobiano total, inhibiendo el
crecimiento de cinco microorganismos estudiados: Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y Candida

albicans, todas cepas de microorganismos de referencia obtenidos de American
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Type Culture Collection. Por el método de difusion en agar Bacillus subtillis fue el
anico microorganismo capaz de crecer en presencia del antimicrobiano. Estos
resultados permiten inferir que el hipoclorito de sodio no tiene efecto esporicida

(Estrela y col., 2003).

Un estudio evalu6 la resistencia a QAC mediante una modificacién de la
version del método europeo para probar la actividad bactericida de los
desinfectantes quimicos. Las cepas de Pseudomonas muestran resistencia a QAC
y cierta resistencia cruzada a varios agentes antibacterianos, con la excepcion de
los desinfectantes que contienen cloramina, glutaraldehido o &cido peracético. Las
cepas de Pseudomonas pueden sobrevivir el aumento de las concentraciones de
compuestos de amonio cuaternario (QAC), pero las cepas resistentes se pueden

eliminar con desinfectantes quimicamente no relacionados (Langsrud y col., 2003)

Se realiz6 un estudio de la resistencia a distintos desinfectantes de aislados
nosocomiales en la ciudad de Habana en el afio 2006, en el cual se encontraron
diferencias altamente significativas entre los resultados con los microorganismos
Gram negativos y los Gram positivos. Las bacterias Gram negativas, en su
totalidad, constituyeron las cepas bacterianas con mayor resistencia (Rodriguez y

col., 2006).

Sena y colaboradores en el afio 2006 realizaron un estudio en biopeliculas
para evaluar la actividad antimicrobiana de hipoclorito de sodio 2,5% y 5,25% y de
clorhexidina 2,0% en trabajos de endodoncia. Las biopeliculas de especies

individuales de Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Candida albicans,
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Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis y
Fusobacterium nucleatum se sumergieron entonces en las sustancias
antimicrobianas por un tiempo de 30 s, y también para 5, 10, 15, 30 y 60 min, con
y sin agitacion mecanica. Después de cada periodo de tiempo, los filtros de
membrana se transfirieron a neutralizante y continuacion el in6culo se diluy6 y se
sembraron en medio de agar con sangre de oveja al 5%. Se calcularon las
unidades formadoras de colonias. Los autores reportan que la agitacion mecéanica
promueve la eficacia de los agentes antimicrobianos, lo que resulta en menos
tiempo para eliminar los mismos microorganismos, a excepcion de S. aureus con
2,5% NaOCIl. Los agentes antimicrobianos en la presentacion liquida,
especialmente NaOCI 5,25% y clorhexidina 2%, mataron a los microorganismos
ensayados mas rapidamente. P. intermedia, P. gingivalis, P. endodontalis y F.
nucleatum fueron eliminados en 30 s por todos los agentes antimicrobianos, con o

sin agitacion.

En un estudio realizado en el afio 2007, reportan a E. coli como el agente
bacteriano que con mas frecuencia causa infecciones del tracto urinario, ademas
se evaluo la resistencia de estas cepas a trimetoprim-sulfametoxazol y ampicilina,
obteniendo como resultado que del total de urocultivos estudiados el 45% de la
bacterias aislada fue E. coli. El 77% de estas cepas fueron de origen comunitario.
El 72% de las bacterias fueron resistentes a trimetoprim-sulfametoxazol y el 80% a

la ampicilina (Aguirre y col., 2007)

Chaidez y colaboradores en el 2007, evaluaron la actividad desinfectante del

QAC frente a E. coli y Staphylococcus aureus. Se emplearon diferentes valores de
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turbidez de las cepas estudiadas y evaluaron 30 y 120 seg como tiempos de
contacto con el desinfectante. El porcentaje de reduccion de E. coli fue
significativamente mayor en la solucion menos turbia, mientras que la turbidez no
afectd la reduccion de Staphylococcus aureus. Estos investigadores concluyeron

gue E. coli es mas resistente al tratamiento con QAC que S. aureus.

En un estudio se evalué el efecto de la reduccién de la actividad bactericida de
cuatro desinfectantes debido a la presencia de materia organica. Los
desinfectantes evaluados fueron: gluconato de clorhexidina (CHX), cloruro de
bencetonio (BZT), cloruro de benzalconio (BZK), y alquil diaminoetil clorhidrato de
glicina (ADH) todos con aislados clinicos de Acinetobacter. La actividad
bactericida de los cuatro desinfectantes se evalu6 mediante: medidas
concentracion minima inhibitoria, mediciones y ensayos de concentracion
bactericida minima y ensayos de adaptacion, encontrando que el efecto
bactericida de los cuatro desinfectantes se redujeron considerablemente en la

presencia de materia organica (Kawamura-Sato y col., 2008).

Se realizé un estudio para evaluar la resistencia a siete biocidas en una
coleccion de nueve cepas de Escherichia coli, incluyendo cepas verotoxigénicas y
cepas portadoras de resistencia a beta-lactamicos. Los biocidas evaluados fueron:
derivados de amonio cuaternario (cloruro de benzalconio cetrimida,
hexadecilpiridinio), biguaninas (clorhexidina), bis-fenoles (hexachlorofeno
triclosan) y agentes oxidantes (p3-oxonia active). El método para determinar la

concentracion minima inhibitoria fue la técnica de microtitulacion. Los resultados
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obtenidos muestran que el triclosan, el hexadecilpiridinio y la cetrimida, seguido

del cloruro de benzalconio, fueron los biocidas mas eficientes (Lopez y col., 2010)

Se realiz6 un estudio en muestras tomadas de 153 pacientes con bacteriemia
por E. coli, para evaluar la accion antimicrobiana de compuestos de amonio
cuaternario y algunos antibiéticos. Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI)
de los antibioticos evaluados, y de los antimicrobianos: cloruro alquil dimetil bencil
amonio (ADBAC) y cloruro de didecil dimetil amonio (DDAC), se determinaron por
el método de diluciébn en agar. La capacidad de produccién de biopeliculas se
ensay6 usando el método de cristal violeta. La gravedad de la bacteriemia y la
evolucion de los pacientes eran independientes de las CMI encontradas para las
muestras aisladas de los pacientes evaluados. Los resultados obtenidos
demuestran que existe una relacion epidemioldgica entre los valores de CMI de
QAC en aislados clinicos de E. coli y la resistencia a los antibidticos (Buffet-

Bataillon y col., 2011).

Un estudio realizado para comparar la eficiencia de desinfeccion de 3 tipos de
biocidas, entre estos el cloro, en cepas de E. coli, arroj6 como resultado que el
cloro es el agente mas efectivo contra este microorganismo en comparacion con
los otros compuestos evaluados (jabon antibacterial y etanol), pero cabe destacar
gue a tiempos de exposicion cortos se observa resistencia, aungque posee la
mayor tasa de reduccion de la viabilidad (http://www.cte.ku.edu consultado el 22

de abril de 2012).
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Rivera y colaboradores en 2006, realizaron un estudio en bacterias
pertenecientes a la especie E. coli frente a diversos contaminantes del medio
ambiente, entre estos, biocidas como fenol y formaldehido. Los resultados que
obtuvieron demuestran que estas bacterias exhiben una viabilidad considerable
frente a la exposicion a los contaminantes, en comparacién a los grupos que
usaron como control. Este estudio demostré que la resistencia a diversos

contaminantes esté distribuida en cepas de E. coli.

2.2 Estudios a nivel nacional.

En un trabajo reportado en el 2005, se evalud la actividad micobactericida de
desinfectantes disponibles en el mercado venezolano, registrados como
tuberculicidas. Entre estos desinfectantes se evaluaron productos con compuesto
de amonio cuaternario como agente activo. Obteniendo como resultado que los
desinfectantes cuyo componente son QACS, no son efectivos sobre micobacterias,

con un tiempo de exposicion de 60 minutos (Bello y col., 2005).

El bromuro de lauril dimetil bencil amonio (LDBAB) es un compuesto de
amonio cuaternario ampliamente utilizado en las Antillas, Chile, Colombia, Brasil,
Bolivia, Panama, Pert y Venezuela como una solucion al 10% o el 0,16%. Los
mismos autores del trabajo anterior evaluaron la presunta actividad esporicida y
tuberculocida de estas dos formulaciones de LDBAB. Los resultados que se
obtuvieron son que tanto el compuesto al 10% como al 0,16% de LDBAB no tiene

actividad esporicida contra Bacillus athropaeus con 10 horas de tiempo de
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contacto y tampoco lograron una reduccion de la viabilidad de las micobacterias

después de 1 hora de tiempo de contacto (Bello y col., 2008).

En Caracas para el afio 2008, se evaluo la resistencia de aislados de origen
hospitalario y de origen ambiental. Del total de los aislados bacterianos
estudiados, el 67% de ellos resultd resistente a la accibn de los agentes
desinfectantes ensayados. De estos, el 50% de los aislados bacterianos fueron
resistentes a desinfectantes cuyo agente activo pertenece a la familia de los
QACs. Los aislados ambientales presentaron mayores niveles de resistencia

(Guariglia 'y col., 2008).

En el afio 2007, se realiz6 un estudio donde se evaluaron muestras de
pacientes ambulatorios de las cuales 64% dieron positivas para infeccion urinaria.
E. coli represento6 el 67% de la poblacion, con un 32% de resistencia al antibiético
trimetoprim-Sulfametoxazol (SXT). Este porcentaje de cepas resistentes a SXT
transfirieron al menos una molécula plasmidica, confiriendo a las cepas receptoras
resistencia al menos a 4 antibiéticos, pudiendo también transferir resistencia a

otros antimicrobianos como los desinfectantes (Angiolillo, 2007).

Cortesia y colaboradores en el 2010, estudiaron la supervivencia de los
aislamientos clinicos y ambientales de distintas especies de micobacterias usando
como tiempo de contacto 20 min, 60 min o 24h, para la exposicion a QAC, y las
bacterias sobrevivientes fueron luego re-expuestos a los QAC para ver si el
porcentaje de bacterias sobrevivientes habian aumentado. Las bacterias

resistentes a los QAC se volvieron a sembrar en medio selectivo y se repitio la
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prueba de sobrevivencia a QAC. Los resultados obtenidos muestran que la
frecuencia de los sobrevivientes fue, 1 en 105 con las bacterias Mycobacterium
smegmatis, pero 0,1 de cada 100 con las otras micobacterias estudiadas.
Diferentes cepas ambientales y clinicas tuvieron similares MICs frente a QAC, y
las bacterias sobrevivientes a QAC fueron cada vez mas resistentes (Cortesia y

col., 2010).

En el 2011, Ramos y Alonso realizaron un estudio de cepas aisladas tanto de
pacientes hospitalizados como del medio ambiente. Se evalud la resistencia a
desinfectantes cuyo compuesto activo era un amonio cuaternario. De las 32 cepas
estudiadas, 18 resultaron ser resistentes a la accién del compuesto de amonio
cuaternario, y 14 cepas fueron sensibles. De las 23 cepas de bacterias Gram
negativas evaluadas, 10 resultaron ser resistentes (incluyendo entre éstas a E.
coli). Las cepas ambientales presentaron mayor porcentaje de resistencia a QAC

que las aisladas de pacientes (Ramos y Alonso, 2011).

Los trabajos anteriormente expuestos son solo algunos de los reportados, y
demuestran el incremento de la resistencia bacteriana a los antimicrobianos. Estos
reportes acrecentan la necesidad de realizar mas estudios de la resistencia
bacteriana a los desinfectantes, especialmente de aquellos productos de mayor

uso hospitalario y en el area domestica.
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3. JUSTIFICACION

El uso de los desinfectantes es aplicado en todas las areas del que hacer
humano (doméstica, centros hospitalarios, industria alimentaria, entre otras). En
las ultimas décadas, se ha observado que después de un tratamiento continuo, las
superficies no se desinfectan adecuadamente, siendo esto un problema que se
agrava cuando las bacterias presentes son o pueden ser patégenas, como en el
caso de E. coli que es la mayor causante de infecciones en el tracto urinario. Esto
sucede porque constantemente estan siendo seleccionadas bacterias resistentes
a los biocidas utilizados de rutina. La causa principal de este problema radica en el
uso inadecuado de los productos desinfectantes, tales como: no dejarlo actuar el
tiempo indicado, ni con la concentracion ni condiciones recomendadas, usando
concentraciones subinhibitorias.

La actividad de realizar estudios como el propuesto en este proyecto, para
analizar bacterias patdgenas aisladas de pacientes de la comunidad, que
presenten resistencia a desinfectantes de uso comun, asi como evitar los
mecanismos por los cuales el microorganismo es resistente, es de gran
importancia para promover la eliminacién del microorganismo.

El cloro es el desinfectante de mayor uso en el area doméstica para la
desinfeccion de superficies, por esto es necesario estudiar el fenotipo de
resistencia que puedan presentar las bacterias que portan los pacientes no
hospitalizados, y que no estan sometidas a una presion selectiva constante. Los
QACs son los biocidas de mayor uso en centros hospitalarios en donde se
presenta el mayor porcentaje de bacterias resistentes, sin embargo, no se conoce

mucho sobre el mecanismo de resistencia a estos agentes que se presenta en los

54



aislados bacterianos de nuestro pais. Se han realizado estudios para determinar la
presencia de genes cuyos productos estan involucrados en resistencia a los
antibiéticos, pero no hay reportes nacionales sobre los genes cuyos productos
protegen a las bacterias de los efectos de los biocidas. Al conocer los productos
proteicos involucrados, se podra determinar el posible mecanismo de resistencia y
adoptar las medidas pertinentes para frenar las infecciones causadas por

bacterias resistentes.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general.

Determinar el fenotipo de resistencia a desinfectantes de uso clinico y de uso
domeéstico en muestras de Escherichia coli aisladas de pacientes de la comunidad
con infecciones en el tracto urinario, y determinar la presencia de genes que
codifican para bombas de eflujo como posibles responsables del fenotipo de esta

resistencia.

Objetivos especificos.

1. Determinar el fenotipo de la resistencia a desinfectantes en muestras
bacterianas aisladas de pacientes ambulatorios con infecciones urinarias.

2. Evaluar la presencia de genes que codifican para bombas de eflujo.
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5. PLAN DE TRABAJO

Cultivo de las bacterias aisladas de
pacientes con infecciones.

v

Determinar el fenotipo de resistencia

a desinfectantes.

/ \

Aislamiento de ADN gendmico.

v

Reaccion en cadena de la polimerasa
PCR.

v

Electroforesis en geles de agarosa.

Pruebas de rapidez de
muerte celular.

Prueba de suspension
cuantitativa.

\

Cepas resistentes.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas.

Las cepas bacterianas que se estudiaron se encontraban almacenadas en
punciones en el Laboratorio de Biologia de Plasmidos del IBE. Estas se aislaron
de muestras de urocultivos de pacientes ambulatorios, que presentaban
infecciones en el tracto urinario, y asistieron a consulta en el Centro Médico
Docente La Trinidad en Caracas, desde el 15 de Mayo al 18 de Julio del 2006.
Estos aislados fueron previamente identificados y caracterizados como
pertenecientes al género de E. coli y presentan resistencias a
Trimetoprim/Sulfametoxazol SXT y a otros antibiéticos (tabla VI).

La cepa que se utilizé como control negativo para los ensayos fenotipicos fue
E. coli K12 J62-2 numero 131, del Centro Venezolano de Colecciones de
Microorganismos (CVCM), de genotipo: F~, RIF", his™, lac™, pro™, tri".

Tabla VI: Cepas de E. coli evaluadas y fenotipo de resistencia a antibiéticos.

Cepa Antibioticos
AMP SXT

.I_.l

J62-2
3171
3280
3438
3574
3663
3719
3741
3790
3799
3875
3920
3979
3992
4375
4569
4662
Ampicilina (AMP), Trimetoprim/Sulfametoxazol (SXT) y Rifampicina (RIF).
R: resistente. S: sensible

VOV OVDOVDIOVDIOVDODODONNLIOIOIOONWM
DAV OVDOVDOVDOVDOVDODOODDVDIOVOOOIOWM
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6.2 Reactivos.

Los reactivos que se utilizaron son Grado Biologia Molecular, adquiridos en las

casas comerciales Sigma, Amresco, Promega, Invitrogen o Plusone. El material y

todos los medios y soluciones fueron esterilizados en la autoclave a 121 °Cy 15 Ib

de presion durante 15 min. Una vez esterilizado todo el material se trabajé bajo la

llama de un mechero o en condiciones de esterilidad.

6.3 Desinfectantes.

Los desinfectantes evaluados, el compuesto activo y las concentraciones de

estos, se muestran en la tabla VII. El tiempo de exposicion utilizado para ambos

desinfectantes fue de 5 minutos.

Tabla VII: Desinfectantes evaluados.

Compuesto Concentracion del Dilucién evaluada  Concentracién
activo compuesto activo en del producto del compuesto
el producto comercial comercial activo
Bromuro de 10% 10% 1%
Lauril Dimetil 100% 10%
Bencil
Amonio
5% 0,175%
10% 0,35%
Hipoclorito 3,5% 15% 0,525%
de sodio 20% 0,7%
30% 1,05%
50% 1,75%

6.4 Neutralizante.

El medio Letheen esta formulado segun las prescripciones de la Association of

Official Analytical Chemist (AOAC), para el ensayo de la accion bactericida en los

amonios cuaternarios.
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La composicion especifica del medio Letheen para un 1L de medio es:
Peptona de carne 10 gramos, extracto de carne 5 gramos, extracto de levadura 2
gramos, lecitina de soya 0,7 gramos, cloruro de sodio 5 gramos, bisulfito de sodio

0,1 gramos y 5 mL de Tween 80.

6.5 Determinacién del fenotipo de resistencia.

Las pruebas que se realizaron para determinar el fenotipo de resistencia a
desinfectantes son las recomendadas por la Association of Official Analytical

Chemist (AOAC).

6.5.1 Protocolo de la prueba de rapidez de muerte celular.

Partiendo de una colonia previamente aislada se inocularon 2 mL de caldo LB
y se incubaron toda la noche con agitacion. A partir de este cultivo bacteriano se
tomaron 100 uL del cultivo de cada cepa y se pusieron en contacto con 900 pL del
desinfectante a la concentraciéon de prueba, por un tiempo de 5 minutos. Luego de
transcurrido ese tiempo se transfirieron 100 pL de esta mezcla a 900 uL de la
solucion neutralizante. Se incubaron por 48 horas a 37° C, con agitacion.
Transcurrido el tiempo de incubacién se observo a simple vista si habia turbidez

en el medio, como indicativo de crecimiento microbiano.

6.5.2 Protocolo de la prueba de suspension cuantitativa.

Partiendo de una colonia previamente aislada se inocularon 2 mL de caldo LB
y se incubaron toda la noche con agitacion. A partir de este cultivo bacteriano se
tomaron 100 uL del cultivo de cada cepa y se pusieron en contacto con 900 uL del

desinfectante a la concentracion de prueba, por un tiempo de 5 minutos. Luego de

60



transcurrido ese tiempo se transfirieron 20 yL de esta mezcla a 1980 uL la
solucién neutralizante. Se dej6 en reposo durante 5 minutos y luego de
transcurrido este tiempo se realizaron diluciones seriadas en solucion
neutralizante desde 107" hasta 103 Paralelamente, se realizaron diluciones
seriadas en solucién salina del cultivo puro, control, desde 107! hasta 107. Se
sembraron 50 yL mediante extension con rastrillo de cada dilucién y la mezcla sin
diluir, en placas de agar LB suplementado con el antibidtico al cual la cepa
presenta resistencia. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Luego de
transcurrido el tiempo de incubacion, se cont6 el numero de unidades formadoras
de colonias (UFC) tanto del indculo inicial como aquellas que estuvieron expuestas
a las diluciones de los desinfectantes. Se calculo el titulo en cada caso mediante
la formula:

Titulo= UFC x _ dilucién

Volumen de siembra
UFC= unidades formadoras de colonia
Dilucién: dilucién realizada.

Luego se calcul6 el Log10 de reduccién de viabilidad (logl0 RV) mediante la

siguiente formula:

Logl1l0 RV =1log10 de UFC/mLap - log10 de UFC/mLpp

donde AD= antes de la accion del desinfectante y DD=después de la accién
del desinfectante. Se consideran sensibles aquellas cepas que presentan Logl0

de reduccion de viabilidad >5 a los 5 minutos de exposicion.

Los controles que se realizaron previo a las pruebas fenotipicas fueron:
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Control de neutralizacion: con esta prueba se comprobé que el neutralizante
detiene la accion del desinfectante evaluado. Se mezclaron 100 pyL de solucién
desinfectante con 800 uL de neutralizante; se dej6 en reposo 5 minutos,
posteriormente se afadieron 100 yL de una suspension bacteriana sensible al
efecto del agente y se dejé el tiempo de exposicion evaluado (5 min). Se
sembraron en placas de agar LB, y se incubaron a 37 °C por 24 horas, y se

observoé si hubo o no crecimiento.

Control de toxicidad del neutralizante: se realizé para comprobar que el
neutralizante no es téxico para las cepas bacterianas utilizadas. Se tomaron 100
ML de cada suspension bacteriana y se transfirieron a 900 uyL de solucién
neutralizante, se incubaron a 37 °C por 24 horas. Se evalué el crecimiento

bacteriano a través de la observacion a simple vista de la turbidez del medio.

6.6 Aislamiento de ADN gendmico de los cultivos bacterianos.

La lisis celular y la extraccion de ADN total de la célula se realizaron mediante
el método de ebullicion. Se inocularon 2 mL de caldo LB con la cepa bacteriana
gue mostrd resistencia al desinfectante, y se incubaron toda la noche con
agitacion. A partir de este cultivo bacteriano se tomaron 200 pL y se mezclaron
con 800 pL de agua MiliQ, se procedié a hervir la mezcla durante 10 minutos,
luego se centrifugé por 10 minutos a 12000 xg. Se tomd el sobrenadante que

contiene el ADN y se almacen¢ a -20 °C (Guzman y Alonso, 2008).

62



6.7 Deteccion de genes que codifican para bombas de eflujo.

Se realizé la reaccion en cadena de la polimerasa PCR para determinar la
presencia de genes que codifican bombas de eflujo que confieren resistencia a
compuestos de amonio cuaternarios QAC, y se realiz6 para aquellas muestras de
aislados que mostraron resistencia a los desinfectantes evaluados. En la tabla VIIi
se muestra la secuencia de los iniciadores especificos a empleados para

amplificar los genes.

Tabla VIII: Nombre, secuencia y tamafio de los iniciadores de los genes gac que codifican
para bombas de eflujo.

Nombre
Gen a o Tamafio _
} o del Secuencia (5---3) Referencia
identificar = aprox
iniciador
gacA/B F CTATGGCAATAGGAGATATGGTGT Wang y col.,
gacA/B 416 pb
gacA/B R CCACTACAGATTCTTCAGCTACATG 2008
qacEA1F TAGCGAGGGCTTTACTAAGC Wang y col.,
qacEA1 300pb
qacEATR ATTCAGAATGCCGAACACCG 2008
gacG F CAACAGAAATAATCGGAACT Bjorland y col.,
gacG 274pb
gacG R TACATTTAAGAGCACTACA 2005
gacH F ATAGTCAGTGAAGTAATAG Bjorland y col.,
gacH 294pb
gacHR AGTGTGATGATCCGAATGT 2005
gacJ F CTTATATTTAGTAATAGCG Bjorland y col.,
gacJ 305pb
gacJ R GATCCAAAAACGTTAAGA 2005

Como control para certificar que el lisado que contiene ADN apto para la PCR,
se realiz6 la amplificacion del gen que codifica para un fragmento de la secuencia
conservada del rRNA 16S. La secuencia de los iniciadores utilizados es la
siguiente: Ul: 5 CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’, que corresponden a los

nucledtidos 518 a 537 del gen 16S rRNA. U2: 5’ATCGG(C/T)TACCTTGT
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TACGACTTC 3’; que corresponden a los nucleétidos 1513 a 1491 del gen 16S

rRNA (Jang y col., 2000).

Para evaluar la presencia de los genes que codifican las bombas de eflujo
mediante PCR, se utiliz6 como control positivo el ADN de cepas que previamente
se les habia evaluado la presencia del gen correspondiente, gentilmente donados
por la licenciada Yusibeska Ramos. Para los genes gacB y gacEA1 se us6 como
control positivo la cepa AB9 de Acinetobacter baumannii mientras que para el gen
gacG se uso la cepa AU21 de Acinetobacter baumannii. Cabe destacar que para

los genes gacH y gacJ no se tiene control positivo almacenado en el laboratorio.

6.7.1 Condiciones de la reaccion de PCR

El volumen final de la PCR fue 25 L, de los cuales 1uL es de la muestra de
ADN y 24 uL de la mezcla de reactivos previamente preparada (tabla 1X). Como
control negativo se preparé una reaccidén con todos los reactivos menos el ADN
molde. Como control de especificidad positivo se usé ADN de una cepa bacteriana
con el gen a amplificar presente en su genoma y como control de especificidad
negativo se uso E. coli K12 J62-2 numero 131, del Centro Venezolano de
Colecciones de Microorganismos (CVCM), de genotipo: F~, RIF", his™, lac™, pro_,
tri”, que no contiene los genes que codifican para bombas de eflujo presentes en

Su genoma.
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Tabla IX: Reactivos utilizados en PCR.

Reactivos [inicial] [final] Volumen para 25 pL (uL)
Buffer 10X 1X 25

MgCl, 50mM 1,5mM 0,75

dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,5

Iniciador 1 10mM 0.5 uM 1,25

Iniciador 2 10mM 0,5 uM 1,25

Taq polimerasa 5U/ pL 1U/puL 0,2

Agua ultapura - - 17,55

ADN - - 1

La PCR se realiz6 en un termociclador modelo Mastercycler Personal, de la

casa comercial Eppendorf. Al finalizar la PCR, las muestras se almacenaron a —20

°C.

Las condiciones de amplificacion de los genes que codifican para bombas de

eflujo que confieren resistencia a QACs se describen en la tabla X.

Tabla X: Condiciones de amplificacion de los genes gac.

Gen Condiciones Temperatura (°C) Tiempo Ciclos.
Calentamiento 94 2min 1
Desnaturalizacion 94 30seg
gacAB Hibridacion 45 1min 30
Extension 72 1min
Extension final 72 7min 1
Calentamiento 93 3min 1
Desnaturalizacion 93 30seg
qacEA1 Hibridacion 53 30seg 35
Extension 72 1min
Extension final 72 10min 1
Calentamiento 95 3min 1
gacG Desnaturalizacion 95 1min
gacH Hibridacién 48 45seg 30
gacd Extension 72 1min
Extensién final 72 5min 1
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6.8 Electroforesis en geles de agarosa.
Para el gel de electroforesis, se preparo la agarosa en buffer TBE 1X (Tris—HCI

0,089M, éacido borico 0,089M, EDTA 0,002M, pH 8,0).

Una vez polimerizado el gel de agarosa, se coloco en la cAmara de electroforesis,
se afadio el buffer TBE 1X. Se procedid a cargar la muestra mezclada con un buffer
de carga (azul de bromofenol 0,25%, xylene cyanol 0,25% vy glicerol 50%). En un
bolsillo del gel se carg6é el marcador de peso molecular Axygen 100pb. Se Inici6 la

corrida electroforética y al finalizarla se procedio a la visualizacion del gel.

6.8.1 Visualizacién del gel.
Se tratdé con bromuro de etidio. El procedimiento para visualizar los productos de
PCR es el siguiente: Se dejo 15 minutos aproximadamente en bromuro de etidio, y

luego se paso a agua destilada durante 5 minutos para quitar el exceso.

6.8.2 Registro de laimagen del gel.
Luego del tratamiento, el gel se observé en un equipo de fotodocumentacion Gel

Doc 1000, de la casa comercial BioRaD, y la imagen obtenida fue registrada.
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7. RESULTADOS

Con el fin de caracterizar las cepas de E. coli aisladas de pacientes
ambulatorios con infecciones en el tracto urinario, se procedido a realizar las
pruebas fenotipicas de resistencia a desinfectantes de uso comun en el area
doméstica (cloro) y en el &rea hospitalaria (QAC), a distintas concentraciones.
Luego a las cepas resistentes se le evaluo la presencia de bombas de eflujo como

posibles causantes del fenotipo de resistencia.

7.1 Comprobacion de fenotipos.

A las cepas de E. coli sefialadas en la tabla VI, aisladas de muestras de
urocultivos de pacientes ambulatorios que presentaban infecciones en el tracto
urinario, se les evalud la capacidad de creer en caldo- LB y agar- LB. Se confirmé
la capacidad de las cepas previamente reportadas como resistentes al antibiético
ampicilina (tabla VI) de crecer en presencia del mismo, ya que este marcador sera
utilizado como factor de seleccion de los diferentes aislados estudiados. Esta
evaluacion se realizdé por siembra directa en placas de agar-LB suplementadas
con el antibiético. Se comprobd la capacidad de todas las cepas de crecer tanto en
medio liquido como en medio soélido en presencia del marcador de seleccion.

7.2 Determinacién del fenotipo de resistencia.

En este estudio se evaluaron dos agentes con propiedades desinfectantes, el
cloro el cual es el de mayor uso en el area doméstica y un compuesto de amonio
cuaternario que es mayoritariamente usado en centros de salud. La determinacion
del fenotipo de resistencia de los aislados bacterianos estudiados se realiz6

mediante dos pruebas: la rapidez de muerte celular, en la cual solo se observa la
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turbidez del medio después de la exposicion al desinfectante e incubacion por 48
horas, como indicativo del crecimiento microbiano, y la suspension cuantitativa en
la cual se calcula el titulo bacteriano antes y después de la exposicion al
desinfectante. Con los datos obtenidos de los titulos bacterianos se calculo el
log10 de la reduccién de la viabilidad, que es un indicativo de la resistencia
bacteriana, segun se indico en la seccion de materiales y métodos, punto 6.5.2.
Los controles efectuados para estas pruebas fenotipicas son: el control de
toxicidad (el cual comprueba que el desinfectante no es téxico para las cepas
evaluadas) y el control de neutralizacion (el cual comprueba que el neutralizante
es capaz de inhibir la accién del desinfectante). Los resultados de estas pruebas

se muestran en las Tablas Xl y XII.

Tabla Xl: Control de toxicidad del neutralizante.

Cepa Crecimiento en el
Neutralizante
J62-2 +
3171
3280
3438
3574
3663
3719
3741
3792
3799
3875
3920
3979
3992
4375
4569
4662
+: Presencia de crecimiento.
-: Ausencia de crecimiento.

++++++++++++++++

En la tabla Xl se observa que todos los aislados bacterianos ensayados,

incluyendo el control E. coli J62-2 fueron capaces de crecer en el caldo Letheen
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modificado, medio empleado como neutralizante en las pruebas, lo cual nos
permiti6 comprobar que el medio neutralizante no es toxico para las cepas a

evaluar.

Tabla XlI: Control de neutralizacién de los desinfectantes a las diluciones evaluadas.

Desinfectantes. Dilucién de los Crecimiento de E.
desinfectantes evaluados. coli J62-2
Cloro 5% +
10% +
15% +
20% +
30% +
50% +
QAC 10% +
100% +

+: Presencia de crecimiento.
-: Ausencia de crecimiento.

En la tabla XII se observan los resultados obtenidos en el control de
neutralizacion. En todas las dilucion evaluadas (5%, 10%, 15%, 20%, 30% y 50%
para cloro y 10% y 100% para QAC) la cepa E. coli J62-2, sensible a ambos
desinfectantes, fue capaz de crecer luego de estar en contacto el desinfectante
con el neutralizante para inhibir su efecto, comprobando de esta manera que el
neutralizante si es capaz de inhibir la accion de los desinfectantes a las

concentraciones evaluadas.

Los resultados obtenidos mediante las pruebas de rapidez de muerte celular y

suspension cuantitativa se muestran en las tablas Xlll, XIV, XV y XVI
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Tabla XIlI: Prueba de rapidez de muerte celular con QAC diluido al 10%.

Cepa Repeticion Crecimiento
QAC 10%

J62-2
3171
3280
3438
3574
3663
3719
3741
3792
3799
3875
3920
3979
3992
4375
4569
4662

+

+

NOINOBENNNNNNNOONDND OO
1

+: Presencia de crecimiento.
- Ausencia de crecimiento.
Repeticion: Nimero de veces que se realizo la prueba para esa cepa.

Al

Figura 10: Fotografia de tubos de ensayo de la prueba de rapidez de muerte celular. A: tubo de
ensayo con ausencia de crecimiento. B: tubo de ensayo con presencia de crecimiento.

En la tabla XIIl se muestran los resultados obtenidos para la prueba de rapidez
de muerte celular con QAC 10%, es decir, el producto comercial diluido 1/10
(quedando el compuesto activo al 1%). De las 16 cepas evaluadas, 4 cepas fueron
capaces de crecer luego de la exposicion durante 5 minutos al desinfectante a esa

concentracion, es decir el 25% de las cepas son resistentes. Cabe destacar que el
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control negativo E. coli J62-2 no crecid, comprobando asi la efectividad del

desinfectante contra cepas que no presentan el fenotipo de resistencia.

Tabla XIV: Prueba de rapidez de muerte celular con QAC al 100%.

Cepa Repeticion Crecimiento
QAC 100%

J62-2
3171
3280
3438
3574
3663
3719
3741
3792
3799
3875
3920
3979
3992
4375
4569
4662

NNNNNNNNNNNNNNNNNNDNDDN
1

+: Presencia de crecimiento.
-: Ausencia de crecimiento.
Repeticion: Numero de veces que se realizé la prueba para esa cepa.

En la tabla XIV se muestran los resultados obtenidos para la prueba de
rapidez de muerte celular con QAC al 100%, es decir, el producto comercial sin
diluir (compuesto activo 10%). Los resultados obtenidos demostraron que de las
16 cepas evaluadas ninguna fue capaz de crecer luego de la exposicidon durante 5
minutos al desinfectante a esa concentracion, permitiendo sugerir que el 100% de
las cepas evaluadas es sensible. Cabe destacar que el control negativo E. coli
J62-2 no crecid, comprobando asi la efectividad del desinfectante contra cepas

gue no poseen resistencia.
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Tabla XV: Prueba de rapidez de muerte celular con cloro diluido al 5% y al 10%

Cepa Repeticiones Crecimiento
5%  10%

J62-2
3171
3280
3438
3574
3663
3719
3741
3792
3799
3875
3920
3979
3992
4375
4569
4662

WWWWWWWWwwWwwWwwwwwwww
1
1

+: Presencia de crecimiento.
-: Ausencia de crecimiento.
Repeticion: Numero de veces que se realizé la prueba para esa cepa.

En la tabla XV se muestran los resultados obtenidos para la prueba de rapidez
de muerte celular con cloro diluido al 5% y al 10%. Segun se puede apreciar
ninguna de las 16 cepas evaluadas fue capaz de crecer luego de la exposicion
durante 5 minutos al desinfectante a esas concentraciones. El 100% de las cepas
evaluadas es sensible, por esta razbn no se ensayaron concentraciones
superiores.

La prueba de suspensién cuantitativa se realiz6 para las cepas que
presentaron resistencia al evaluar mediante la prueba de rapidez de muerte
celular. En la tabla XVI se muestra el promedio de 3 repeticiones del calculo del

titulo bacteriano y del valor del Log10 de la reduccién de la viabilidad.
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Tabla XVI: Titulo bacteriano antes y después de la exposicion al desinfectante y valores del

Log10 de la reduccién de la viabilidad en presencia de QAC, producto comercial diluido al 10%.

Cepa Titulo antes de la Titulo después de la LoglOdela
exposicion al exposicion al reduccion de la
desinfectante desinfectante viabilidad

J62-2 1,25x10° 0 9,09691001

3171 2x10° 1,53x10* 5,122572

3574 1,72x10° 1,40x10* 5,09024125

3992 1,81x10° 3x10* 4,78215399

4569 3,28x10° 1,46x10* 5,34998355

Segun ha sido reportado los valores del Log10 iguales o mayores a 5 permiten
considerar al desinfectante, bajo las condiciones evaluadas, como efectivo contra
el microorganismo, mientras si este valor es menor, el desinfectante no se
considera efectivo (Anon. 1997).

Los valores obtenidos y mostrados en la tabla XVI para el calculo de la
reduccion de la viabilidad de las cepas que presentaron resistencia al ser
evaluarlas mediante la prueba de rapidez de muerte celular, permitieron
comprobar que solo una (cepa 3992) mostré resistencia al calcular el Log10 de la
reduccion de la viabilidad (valor menor 5), mientras las otras cepas estudiadas el
valor de Logl0 fue mayor a 5 (esto incluye el control negativo E coli J622). Esto
permite sugerir que mediante esta prueba el 75% (3 de las 4 cepas) son sensibles
al QAC diluido al 10% y el 25% (1 de las 4 cepas) es resistente.

7.3 Amplificacion de los genes que codifican para bombas de eflujo.

A las cepas de E. coli que presentaron resistencia al QAC 10% (resultados
obtenidos en la prueba de rapidez de muerte celular, tabla XIll, cepas 3171, 3574,

3992 y 4569), se les realizo0 PCR para amplificar fragmentos de genes que
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codifican bombas de eflujo que expulsan compuestos de amonio cuaternario, para
esto se realizo la extraccion ADN por el método de ebullicion.

Con el fin de comprobar que el lisado celular obtenido contiene ADN y que
este puede ser amplificado mediante PCR, se realizd una reaccion utilizando unos
iniciadores que permiten amplificar una regién conservada del gen que codifica el

ARN ribosomal 16S en diferentes especies bacterianas.

9 10 11 12 13 14 15

o GBS G G & a e - as & <€996pb

500pb=—>

100pb=—>

Figura 11: Registro fotografico de una corrida electroforética en gel de agarosa 1,5% de los
productos de PCR del gen que codifica una regién conservada de ARN ribosomal 16S. Carril 1:
MPM 100pb. Carril 2: E. coli J62-2. Carril 3: E. coli 3171. Carril 4: E. coli 3574. Carril 5: E. coli 3663.
Carril 6: E. coli 3719. Carril 7: E. coli 3992. Carril 8: E. coli 4569. Carril 9: A. baumannii AB8.
Carril10: A. baumannii AB9. Carril 11: A. baumannii AB15. Carril 12: A. baumannii AU21. Carril 13:
S. maltophilia SU6. Carril 14: vacio. Carril 15: control de reactivos.

En la figura 11 se muestran los resultados obtenidos de la PCR utilizando
iniciadores del gen que codifica el ARN ribosomal 16S. En los productos
mostrados en los carriles del 3 al 13 se observa la banda que corresponde al
amplicon de PCR de aproximadamente 996pb, en el carril 2 se muestra el

producto obtenido con el ADN purificado del control positivo, el cual corresponde a
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la banda que esperaba observarse. También se observa una banda de
aproximadamente 150pb en todas las muestras, la cual ha sido previamente
reportada por Jang y colaboradores en el afio 2000, como una banda inespecifica
gue aparece en estas amplificaciones. El control de reactivos (carril 15) demuestra
gue ninguno de los reactivos estaba contaminado ya que no se observan bandas

(no contiene ADN que amplificar).

500 => . <416

Figura 12: Registro fotografico de una corrida electroforética en gel de agarosa 1,5% de los
productos de PCR del gen gacB. Carril 1:MPM 100pb. Carril 2: E. coli J62-2. Carril 3: E. coli 3171.
Carril 4: E. coli 3574. Carril 5: E. coli 3992. Carril 6: E. coli 4569 Carril 7: E. coli 3663. Carril 8: A.
baumannii AB9 (control positivo). Carril 9: control de reactivos. Carril10: vacio.

En la figura 12 se muestran los resultados obtenidos al amplificar un
fragmento del gen gacB. Para las muestras correspondientes a las cepas de E.
coli con fenotipo resistente al QAC diluido al 10% (carriles del 3 al 6), bajo las
condiciones ensayadas, no se logré obtener una amplificacion positiva de la banda
correspondiente a dicho gen. En el carril 2 se muestra el resultado de la reaccion

de amplificacion utilizando como templado el ADN del control negativo de
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especificidad (E. coli J62-2). En el carril 7 se muestran los resultados obtenidos
cuando el templado es el ADN de una cepa de E. coli aislada de infecciones en el
tracto urinario cuyo fenotipo resulto ser sensible al QAC diluido hasta 10%, en este
caso tampoco se observa la banda del amplicon esperado. El control positivo al
cual se le evalu6 previamente la presencia del gen gcaB, se encuentra en el carril
8 y se observa la banda correspondiente al producto de PCR esperado, de
aproximadamente 416 pb. El control de reactivos (carril 9) demuestra que ninguno
de los reactivos estaba contaminado ya que no se observan bandas (no contiene

ADN que amplificar). En los carriles 4 y 7 se observan unas bandas inespecificas.

500pb

100pb

Figura 13: Registro fotografico de una corrida electroforética en gel de agarosa 1,5% de los
productos de PCR del gen gqacEA1. Carril 1:MPM 100pb. Carril 2: E. coli J62-2. Carril 3: E. coli
3171. Carril 4: E. coli 3574. Carril 5: E. coli 3992. Carril 6: E. coli 3663. Carril 7: E. coli 4569. Carril
8: A. baumannii AB9 (control positivo). Carril 9: control de reactivos.

Los resultados obtenidos al amplificar un fragmento del gen qacEA1 se
muestran en la figura 13. Utilizando como templado el ADN de las muestras
correspondientes a las cepas de E. coli con fenotipo resistentes resistente al QAC
diluido al 10% (carriles 3, 4, 5 y 7) bajo las condiciones ensayadas, se logro
obtener una amplificacién positiva de la banda esperada de aproximadamente 300
pb. En el carril 2 se muestra el resultado de la reaccion de amplificacion obtenida

utilizando como templado el ADN del control negativo de especificidad (E. coli J62-
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2). En el carril 6 se muestran los resultados obtenidos cuando el templado es el
ADN de una cepa de E. coli aislada de infecciones en el tracto urinario cuyo
fenotipo resultd ser sensible, en este caso tampoco se observa la banda del
amplicon esperado. El control de especificidad positivo, al cual se le evalud
previamente la presencia del gen gacEA1, se encuentra en el carril 8 y se observa
la banda correspondiente al producto de PCR esperado de aproximadamente 300
pb. El control de reactivos (carril 9) demuestra que ninguno de los reactivos estaba

contaminado ya que no se observan bandas.
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Figura 14: Registro fotografico de una corrida electroforética en gel de agarosa 1,5% de los
productos de PCR del gen gacG. Carril 1:MPM 100pb. Carril 2: E. coli J62-2. Carril 3: E. coli 3171.
Carril 4: E. coli 3574. Carril 5: E. coli 3992. Carril 6: E. coli 4569 Carril 7: E. coli 3663 Catrril 8: A.
baumannii AU21 (control positivo). Carril 9; vacio. Carril 10: control de reactivos

En la figura 14 se muestran los resultados obtenidos al amplificar un
fragmento del gen gacG. Para las muestras correspondientes a las cepas de E.
coli con fenotipo resistente al QAC diluido al 10% (carriles del 3 al 6) no se logro
obtener una amplificacién positiva de la banda correspondiente a dicho gen bajo
las condiciones ensayadas. En el carril 2 se muestra el resultado de la reaccion de
amplificacion obtenido utilizando como templado el ADN del control negativo de
especificidad (E. coli J62-2). En el carril 7 se muestran los resultados obtenidos

cuando el templado es el ADN de una cepa de E. coli aislada de infecciones en el
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tracto urinario cuyo fenotipo resulté ser sensible, en este caso tampoco se observa
la banda del amplicon esperado. Al control de especificidad positivo se le evalu6
previamente la presencia del gen gacG este se encuentra en el carril 8 y se
observa la banda correspondiente al producto de PCR esperado de
aproximadamente 274 pb. El control de reactivos (carrii 10) demuestra que

ninguno de los reactivos estaba contaminado ya que no se observan bandas.
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Figura 15: Registro fotografico de una corrida electroforética en gel de agarosa 1,5% de los
productos de PCR del gen gacH. Carril 1:MPM 100pb. Carril 2: E. coli J62-2. Carril 3: E. coli 3171.
Carril 4: E. coli 3574. Carril 5: E. coli 3992. Carril 6: E. coli 4569 Carril 7: E. coli 3663. Carril 8:
control de reactivos.

Los resultados obtenidos al amplificar un fragmento del gen qgacH, se
muestran en la figura 15. Las muestras correspondientes a las cepas de E. coli
con fenotipo resistentes se encuentran en los carriles del 3 al 6, mientras en el
carril 7 se muestran los resultados obtenidos cuando el templado es el ADN de
una cepa de E. coli aislada de infecciones en el tracto urinario cuyo fenotipo

resulté ser sensible al QAC diluido hasta 10%. En ninguna de las reacciones, bajo
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las condiciones ensayadas, se logré obtener una amplificacion positiva de la
banda correspondiente a dicho gen, la cual es de aproximadamente 294 pb. El
carril 2 contiene el control de especificidad negativo (E. coli J62-2). El control de
reactivos (carril 8) demuestra que ninguno de los reactivos estaba contaminado ya
gue no se observan bandas. Cabe destacar que para este gen no se tiene control

positivo almacenado en el laboratorio.
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Figura 16: Registro fotografico de una corrida electroforética en gel de agarosa 1,5% de los
productos de PCR del gen gacJ. Carril 1:MPM 100pb. Carril 2: E. coli J62-2. Carril 3: E. coli 3171.
Carril 4: E. coli 3574. Carril 5: E. coli 3992. Carril 6: E. coli 4569 Carril 7: E. coli 3663. Carril 8:
control de reactivos

En la figura 16 se muestran los resultados obtenidos al amplificar un
fragmento del gen gacJ. Las muestras correspondientes a las cepas de E. coli con
fenotipo resistentes fueron colocadas en los carriles del 3 al 6, mientras en el carril
7 se muestran los resultados obtenidos cuando el templado es el ADN de una
cepa de E. coli aislada de infecciones en el tracto urinario cuyo fenotipo resulté ser
sensible. En ninguna de las reacciones, bajo las condiciones ensayadas, se logro

obtener una amplificacion positiva de la banda correspondiente a dicho gen la cual
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es de aproximadamente 305 pb. El carril 2 contiene el control de especificidad

negativo (E. coli J62-2). El control de reactivos (carril 8) demuestra que ninguno de

los reactivos estaba contaminado ya que no se observan bandas. Cabe destacar

gue para este gen no se tiene control positivo almacenado en el laboratorio.

Los resultados de evaluar la presencia de genes que codifican bombas de

eflujo que confieren resistencia a los QAC, revelan que el gen qacEA1 es el que

se encuentra presente en el genoma de las cepas estudiadas.

Tabla XVII: Resultados obtenidos al estudiar el fenotipo de resistencia a los desinfectantes

evaluados Yy la presencia o ausencia de los genes que codifican bombas de eflujo de resistencia a

los QAC.
Cepas Desinfectantes Genes ensayados de resistencia a QAC
QAC Cloro

10% 100% 5% 10% gacB gacEA1 gacG gacH gacJ
J62-2 - - - - Ausente  Ausente  Ausente Ausente Ausente
3171 + - - - Ausente Presente Ausente Ausente Ausente
3280 - - - - ND ND ND ND ND
3438 - - - - ND ND ND ND ND
3574 + - - - Ausente Presente Ausente Ausente Ausente
3663 - - - - Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
3719 - - - - ND ND ND ND ND
3741 - - - - ND ND ND ND ND
3792 - - - - ND ND ND ND ND
3799 - - - - ND ND ND ND ND
3875 - - - - ND ND ND ND ND
3920 - - - - ND ND ND ND ND
3979 - - - - ND ND ND ND ND
3992 + - - - Ausente  Presente  Ausente Ausente Ausente
4375 - - - - ND ND ND ND ND
4569 + - - - Ausente  Presente  Ausente Ausente Ausente
4662 - - - - ND ND ND ND ND

+: Presencia de crecimiento.

-2 Ausencia de crecimiento.
ND: No se evalué la presencia del gen.

En la tabla XVII se presentan todos los resultados obtenidos al evaluar el

fenotipo de resistencia de las 16 cepas de E. coli aisladas de pacientes con

infecciones en el tracto urinario. El 25% de los aislado bacterianos estudiados
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mostrd resistencia al desinfectante cuyo compuesto activo es un cuaternario de
amonio, pero cuando el producto comercial se encontraba diluido hasta el 10%,
mientras que el 100% de las cepas evaluadas fue sensible al mismo compuesto
pero usando el producto comercial sin diluir. Al evaluar el cloro comercial, cuyo
compuesto activo es el hipoclorito de sodio, se encontrd que el 100% de las cepas
evaluadas es sensible a la accion del desinfectante cuando se encuentra diluido al
5% y 10%. Al realizar los ensayos de PCR para las cepas que expresaron
fenotipicamente alguna resistencia, se encontré que de los genes evaluados, solo
se detecto la presencia del gen qacEA1, en las 4 cepas que crecieron luego de la
exposicion al desinfectante, es decir que el 25% de las cepas evaluadas en este

trabajo contienen el gen.
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8. DISCUSION

La resistencia bacteriana a multiples antimicrobianos representa un severo
problema de salud a nivel mundial. Por esta razon, en los dltimos afios muchos
trabajos de investigacion se han enfocado en el estudio de bacterias resistentes a
los biocidas. Entre estos compuestos los antibioticos han sido sumamente
estudiados debido a la importancia de su accion en el area de la salud. Otros
antimicrobianos de gran importancia son los antisépticos y desinfectantes, los
cuales se usan ampliamente en hospitales, centros de salud y laboratorios en los
procesos de control y desinfeccion. Debido a su uso indiscriminado, las bacterias
resistentes a este tipo de compuestos han sido seleccionadas y diseminadas, y

son cada vez mas comunes (Cabrera y col., 2007).

La reduccién de la eficiencia de los desinfectantes es un reto emergente para
la higiene clinica y para la industria alimentaria. Representa un grave problema en
areas como la contaminacion de alimentos y la adquisicion de infecciones
nosocomiales, sin embargo los estudios realizados sobre resistencia bacteriana a
desinfectantes en su mayoria se realizan en cepas de origen clinico. La resistencia
bacteriana a los antimicrobianos ha sido menos estudiada en bacterias aisladas de
la comunidad, pero estudiar estos microorganismos es necesario para evaluar que
tan distribuidos estan los genes de resistencia a los desinfectantes en las
personas de la comunidad que habitualmente no estan expuestas a grandes dosis

de antimicrobianos.

Las cepas evaluadas en el presente trabajo fueron aisladas de pacientes que

acudieron a consulta ambulatoria con una infeccion en el tracto urinario es decir,
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que no se encontraban hospitalizados. Estas cepas tiene un analisis previo de
resistencia a los antibioticos (tabla VI) presentando multiple resistencia (Angiolillo,

2007).

Con el fin de comparar la resistencia de estas cepas, provenientes de
pacientes de la comunidad, a productos desinfectantes se emplearon dos
antimicrobianos: un compuesto de amonio cuaternario, el cual es uno de los
desinfectantes mayormente usado en los recintos de salud, y el cloro comercial,

cuyo mayor uso es en el area doméstica.

En el estudio se evaluaron cepas de Escherichia coli, una bacteria Gram
negativa, presente en la flora intestinal de los humanos. Se ha demostrado que las
células Gram negativas son generalmente menos susceptibles a los biocidas que
las células Gram positivas, esto debido a que la envoltura celular de los
microorganismos Gram negativos constituye una barrera de permeabilidad
dificultando el acceso a las moléculas toxicas al interior de las células (Russell y
col., 2004). Los estudios realizados pertinentemente demuestran que las bacterias
Gram negativas, constituyen las cepas bacterianas con mayor resistencia

(Rodriguez y col., 2006).

El estudio de la resistencia en E. coli, como bacteria propia de la flora
intestinal, es importante debido a que podrian estar actuando como reservorio de
los genes de resistencia antimicrobiana distribuidos en la comunidad, siendo un

reflejo de la exposicidbn comunitaria a estos agentes (Mosquito y col., 2011).
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Asi, el estudio de la resistencia a los desinfectantes en los aislados
bacterianos de pacientes de la comunidad y conocer la causa de este fenotipo de
resistencia, resulta de gran importancia, porque permite considerar posibles
medidas para evitar la infeccion con bacterias resistentes. En este trabajo se
evaluo la resistencia de cepas de E. coli a desinfecntantes usados tanto en los
centros de salud como en el &rea domestica y la presencia de bombas de eflujo

como posibles causantes del fenotipo de resistencia.

8.1 Resistencia a los desinfectantes evaluados.

La resistencia a los desinfectantes se evalué mediante 2 pruebas
recomendadas por la Association of Official Analytical Chemist (AOAC). Se
utilizaron estos criterios debido a que en Venezuela no se tienen establecidas
pruebas para determinar la resistencia a los desinfectantes. Previo a estas
pruebas, se realizaron dos controles del neutralizante: El control de toxicidad del
neutralizante se realiz6 para evaluar que el neutralizante no es toxico para las
cepas evaluadas, y los resultados demostraron que todas las cepas (incluyendo el
control, E. coli J622) fueron capaces de crecer en el neutralizante usado (tabla Xl),
demostrando de este modo que el caldo Letheen Modificado no es toxico para
ninguna de las cepas evaluadas en las pruebas de susceptibilidad y descartando
de esta manera que la ausencia de crecimiento sea causada por el neutralizante.
Ademas se realiz6 un control de neutralizacion, corroborandose que el
neutralizante usado fue capaz de inhibir la acciéon del desinfectante a la

concentracion estudiada (tabla XII) en un tiempo de 5 minutos, permitiendo su uso
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para realizar las pruebas en un tiempo definido. Estos controles permiten realizar
las pruebas de rapidez de muerte celular y suspension cuantitativa.

Para evaluar la resistencia de las cepas al cloro comercial se emple6 como
ensayo inicial la prueba de rapidez de muerte celular con distintas concentraciones
del producto. Los resultados con las 16 cepas estudiadas (taba XV), demostraron
que ninguna logré crecimiento luego de la exposicion al desinfectante durante 5
minutos. Se evaluaron diferentes concentraciones, diluyendo el producto comercial
hasta el 5% y hasta el 10%. Al no encontrar cepas resistentes no se probaron
concentraciones superiores, ni se realizé la prueba de suspension cuantitativa.
Estas diluciones del producto comercial hasta 5% y 10% estan cerca de la
recomendacion del etiquetado para su uso. Los resultados demostraron que no

hubo crecimiento de las cepas de E. coli aisladas de pacientes de la comunidad.

Existen reportes previos de estudios sobre la resistencia a cloro en cepas
aisladas de distintos ambientes, entre estos aguas cloradas, y se reportd que la
mayoria de las cepas tenian resistencia a cloro, atribuyéndose a la presion
selectiva ejercida por la exposicion continua al producto (Hiraishi y col., 1995).
Otro estudio de la resistencia bacteriana a hipoclorito de sodio con
microorganismos de coleccidén en laboratorios, que no estan expuestos a presion
selectiva constante, reportd que el efecto microbicida del hipoclorito de sodio al
2%, fue total en bacterias en estado vegetativo (Estrela y col., 2003). También se
realizaron trabajos para evaluar la efectividad del hipoclorito de sodio en bacterias
creciendo en forma de biopeliculas (Sena y col., 2006), reportando que este

antimicrobiano es efectivo cuando se encuentra en 5,25% el compuesto activo y
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con agitacion mecanica, contra bacterias de las especies: Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Prevotella intermedia, Porphyromonas

gingivalis, Porphyromonas endodontalis y Fusobacterium nucleatum.

Estos reportes previos son concordantes con los resultados obtenidos, segun
los cuales, bajo las condiciones evaluadas, ningunas de las cepas de E. coli
aisladas de pacientes ambulatorios con infecciones en el tracto urinario, es
resistente al cloro comercial diluido en 5% y 10%. A pesar que este agente
antimicrobiano es uno de los mas usados en el area doméstica, debido a su
economia y facil adquisicion, las cepas aisladas de personas que adquirieron las
infecciones urinarias en la comunidad no presentan resistencia. Estos resultados
son altamente satisfactorios y permiten sugerir la continuidad del uso de este
agente antimicrobiano ya que conserva un amplio espectro de actividad

bactericida.

Los compuestos de amonio cuaternario son los agentes desinfectantes mas
usados para la limpieza en los centros de salud. En este trabajo se evalud su
efectividad frente a las cepas de E. coli provenientes de pacientes de la
comunidad, mediante las pruebas de rapidez de muerte celular y la suspension

cuantitativa (tablas Xl y XIV).

Los resultados de la prueba de rapidez de muerte celular demostraron que 4
(25%) de las 16 cepas evaluadas mostraban crecimiento luego de la exposicion al
desinfectante cuando la concentracion de este fue de 10%, y el resto permanecio

sensible. A estas 4 cepas se les realizo la prueba de suspension cuantitativa, para

86



cuantificar la reduccion de la viabilidad de estas bacterias. En los parametros para
esta prueba esta establecido que con un valor de reduccion de la viabilidad menor
a 5 se considera que el desinfectante no es efectivo, mientras si es igual o mayor

qgue 5 el desinfectante si se considera efectivo.

Los resultados de la prueba de suspension cuantitativa demostraron que de
las 4 cepas de E. coli evaluadas, solo 1 de estas es resistentes, las otras tres
cepas resultaron ser sensibles a la accion del antimicrobiano. En el caso de las
cepas sensibles (3171, 3574 y 4569) se obtuvo un titulo alrededor de 10* luego de
la exposicion al desinfectante (tabla XVI), es decir, se encontraron bacterias
capaces de crecer luego de la exposicion al producto, solo que este titulo no fue lo
suficientemente alto como para que al calcular el valor de reduccion de la
viabilidad se obtuvieran valores menores a 5, sin embargo estuvo muy cercano a 5
variando entre 5,09 el menor a 5,34 el valor mayor. Segun lo establecido por la
Association of Official Analytical Chemist (AOAC) de las 4 cepas evaluadas, una
cepa obtuvo un valor menor a 5 (ver tabla XVI) reportandose como resistente, para
las otras 3 cepas el valor fue igual o mayor a 5 reportandose como sensibles,

siendo el desinfectante efectivo contra las cepas 3171, 3574 y 4569.

Al comparar los resultados obtenidos en ambas pruebas de rapidez de muerte
celular y suspension cuantitativa con QAC diluido hasta 10%, encontramos que en
la primera prueba, 4 de las 16 cepas estudiadas son resistentes, mientras que en
la suspension cuantitativa 1 de las 4 cepas evaluadas es resistente. Esto puede
explicarse debido a que el titulo obtenido luego de la exposicion al desinfectante al

realizar la prueba de suspension, a las 24 horas de incubacion, en el medio liquido
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se registra con turbidez visible, por esto al evaluar mediante la prueba de rapidez
de muerte celular estas cepas, se observo crecimiento luego de la exposicion al

desinfectante.

Las células que sobreviven a la accién del QAC, en este caso el producto
comercial diluido al 10%, se puede sugerir que son células persistentes. El
fenotipo de persistencia es un rasgo epigenético exhibido por una subpoblacion de
bacterias, que se caracteriza por un crecimiento lento junto con una capacidad
para sobrevivir a la exposicion a un antimicrobiano. Estas células bacterianas
adquieren el fenotipo de persistencia a través de un cambio espontaneo y
reversible de las células pudiendo, las poblaciones de células bacterianas clonales
pasar a células persistentes, cuya tasa de division es lenta, lo que conduce a la
adaptabilidad de esa minima parte de la poblacibn a la accion de los
antimicrobianos. Las células persistentes suprimen significativamente el
crecimiento, pudiendo salvar de la extincion a la poblacién en momentos de estrés
(Kussell y col.,, 2005). La tasa Optima de cambio entre células normales y
persistentes depende fuertemente de la frecuencia de los cambios ambientales y
s6lo débilmente de las presiones selectivas de cualquier ambiente dado, por lo
cual la persistencia parece constituir una adaptacion que se sintoniza a la

distribucion de los cambios ambientales (Kussell y col., 2005).

Las células que sobreviven a la accion del desinfectante, pertenecen a esa
poblacion de células persistentes, que representan una pequefia fraccion de la
poblacion. La insensibilidad exhibida por las células persistentes no es hereditaria.

Se ha reportado que cultivos que han crecido a partir células persistentes son tan
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sensibles a los antimicrobianos como el cultivo del que se derivaron las células
persistentes (Moyed y Broderick, 1986). Por lo cual se infiere que las células
persistentes no se quedan en este fenotipo indefinidamente, sino que
espontaneamente cambian al estado normal y recuperan su sensibilidad habitual.
Se ha descrito en micobacterias la presencia células que sobreviven a la accién
del desinfectante cuyo compuesto activo es un QAC, pero estas células
sobrevivientes no son resistentes, ya que este fenotipo frente al antimicrobiano es

reversible (Cortesia y col, 2010).

La posibilidad que el desinfectante empleado no elimine a todas las bacterias
presentes es de gran importancia en los centros de salud, ya que estas bacterias
que sobreviven a la accion de los antimicrobianos, aunque no posean genes de
resistencia, son capaces de replicarse, causando la contaminacion de las areas
hospitalarias e incluso incrementar la aparicion de infecciones nosocomiales. Esta

situacién también puede aplicarse en el area doméstica e industrial.

Existen multiples estudios a nivel nacional e internacional sobre la resistencia
a compuestos de amonio cuaternarios (QAC), que han sugerido que esta
resistencia esta ampliamente expandida (Rutala y col., 1997), (Langsrud y col.,
2003), (Buffet-Bataillon y col., 2011), (Lopez y col., 2010), (Guimarades y col.,
2000), (Bello y col., 2005), (Bello y col., 2008), (Cortesia y col., 2010), (Ramos y

Alonso, 2011).

Los valores obtenidos de reduccion de la viabilidad (tabla XVI) permiten

sugerir que entre las cepas evaluadas se encuentra solo una resistente al QAC,
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tres con un comportamiento similar a la resistencia y 12 sensibles. Sin embargo,
no se puede excluir que solo se esté en presencia del fenomeno de persistencia.
Para saber si trata de una poblacion resistente o una persistente, se debe realizar
pruebas a futuro, tomando parte de las colonias que crecen en presencia del
agente, y volver a realizar completa la prueba fenotipica y determinar el % de
crecimiento, para calcular si hay crecimiento del 100% de la poblacién o solo de
una fraccion. Con esto se podra determinar si la resistencia exhibida por esta
fraccion de la poblacion es reversible, si sobrevive un porcentaje de la poblacion al
realizar de nuevo el experimento, o si el crecimiento es del 100% de la poblacion y

entonces la cepa es considerada resistente.

Los resultados de las pruebas fenotipicas ante ambos desinfectantes parecen
indicar que las cepas estudiadas no provienen de ambientes seleccionados con
una presion selectiva alta, ya que se mantienen sensibles a ambos agentes. Los
compuestos de amonio cuaternario son de mayor uso en los centros de salud, las
cepas evaluadas al provenir de aislados de pacientes de la comunidad, no se
encuentran expuestas a este agente, y probablemente no han sido sometidas a
esta presion selectiva que permita seleccionar bacterias resistentes. El cloro
comercial, a pesar de ser el producto desinfectante de mayor uso en el area
domestica, mantiene una efectividad considerable frente a estas cepas
bacterianas, lo que permite sugerir que los genes de resistencia para este

compuesto no se encuentran ampliamente extendidos.
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8.2 Evaluacién de genes de resistencia a compuestos de amonio

cuaternario mediante PCR

La resistencia adquirida a los desinfectantes y a cualquier agente
antimicrobiano puede surgir por mutacion o por la adquisicibn horizontal de
material genético en forma de plasmidos o transposones. Estas configuraciones
permiten que ocurran arreglos grandes de genes de resistencia para la mayoria de
los antibidticos y los desinfectantes, y pueden ser transferidos juntos en un solo
evento (Cabrera y col., 2007). Muchos estudios han demostrado que la resistencia
mediada por plasmidos también pueden incluir farmacos mudltiples. Por estas
razones, ha aumentado la preocupacion que la resistencia a los antibiéticos
también podria exhibir una resistencia cruzada con desinfectantes (Rutala y col.,

1997).

La resistencia a los compuestos de amonio cuaternario se ha reportado que
puede ser causada por la presencia de bombas de eflujo (Hegstad y col. 2010).
Los genes que codifican las bombas de flujo pueden encontrase en el cromosoma
0 en elementos transmisibles tales como los plasmidos. Estas bombas de eflujo, al
expulsar los compuestos toxicos fuera de la célula, disminuyen la concentracién
intracelular del antimicrobiano, permitiendo asi la supervivencia de las células

bacterianas (Piddock, 2006).

Algunas bombas de eflujo se han reportado como responsables de la
resistencia a los QAC, entre las cuales se encuentran las proteinas QACa, QACb,

QACc, QACd, QACe, QACeA1, QACf, QACg, QACh y QACh, que estan
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codificadas por los genes gacA, qacB, qacC, qacD, qacE, qacEA1, qacF, qacG

gacH y gacJ respectivamente.

Estos genes pueden estar codificados en el genoma o en plasmidos, o en otro
tipo de elementos genéticos como los integrones, como es el caso del gen
qacEA1, el cual es descrito como una version mutante del gen gacE. La proteina
QACeA1, parece ser parcialmente funcional para exportar multiples farmacos. Los
cambios entre QACe y QACeA1 que permiten diferenciar ambas moléculas, se
producen en el cuarto segmento transmembrana y la cola C-terminal de estas
proteinas (Paulsen y col., 1993). Este gen se encuentra distribuido ampliamente
en bacterias Gram-negativas debido a su ubicacion en la region 3' conservada de

los integrones clase 1 (Chuanchuen y col., 2007).

En este trabajo en aquellas cepas de E. coli que presentaban resistencia a
QAC, se evalu6 la presencia de los genes qacB, qacEA1, qacG, qacH y qacJ
mediante amplificacion por PCR de fragmentos de dichos genes, para sugerir
experimentos futuros y relacionar la presencia de estos genes con la resistencia al

desinfectante.

En la figura 12 se muestra el resultado obtenido al amplificar el gen gacB. En
ninguna de las cepas evaluadas se amplifico dicho gen, mientras que en el control
positivo si se observa la banda del tamafio esperado. Estos resultados
demuestran que las cepas que presentan resistencia a QAC no poseen la proteina

QACDb y entonces la resistencia no podria relacionarse con esta bomba.
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Las reacciones de PCR de los genes gacG gacH y gqacJ no amplificaron en las
cepas de E. coli evaluadas, sugiriendo que las proteinas de eflujo codificadas por
estos genes no estan presentes en estas bacterias y no son las causantes de la
resistencia al desinfectante. Estos genes fueron reportados por Ye vy
colaboradores en el afio 2011 como poco frecuentes en aislados clinicos
humanos, mientras que han sido descritos con mayormente en los aislamientos de

estafilococos de la industria alimentaria (qacG y gacH) y animales domesticados

(gacd).

Al evaluar la presencia del gen gacEA1 (figura 13) los resultados demostraron
gue en todas las cepas que presentan la resistencia a QAC asi como en el control
positivo, se amplificd el gen. Este gen se encuentra presente en el extremo 3’

conservado de los integrones de clase 1 (figura 17).

En la estructura basica del integron se encuentra el gen intl que codifica una
proteina con actividad de recombinasa sitio especifico, la integrasa. Adyacente a
intl se encuentra el sitio de recombinacion especifica, attl, en el que se integra el
cassette genético de resistencia. Entre intl y attl se encuentran dos promotores
divergentes, PI para la expresion de intl y PC, para la expresion de los cassettes
genéticos insertos rio abajo. La enzima Intl permite la interaccion entre attl y el
sitio attC de los cassettes genéticos, uniendo ambos sitios y facilitando la
integracion o escision del cassette de resistencia en la region variable del integrén
donde se insertan los diferentes casetes génicos (Gonzalez y col., 2004). Existen
dos tipos de integrones: el grupo | o también llamado “integrones moviles”

relacionados con los casetes de resistencia y el grupo Il o “superintegrones”, que a
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diferencia de los primeros, estdn a nivel cromosémico. El grupo |, a su vez se
divide en 3 clases de integrones: integrones de clase 1, clase 2 y clase 3, siendo
los de clase 1, los integrones mas frecuentemente descritos. En la mayoria de los
integrones clase 1 descritos, existe un extremo 3' altamente conservado que
contiene los genes qacEAL, sull y orf5 que codifican resistencia, respectivamente,
a compuestos de amonio cuaternario, a bromuro de etidio, a sulfonamidas y a una

proteina con funcion desconocida (Fluity Schmitz, 2004).

N VAN J A\ /
extremo 5’ conservado Zzonha variable extremo 3’ conservado

Figura 17: Representacion esquemética de la estructura basica de un integréon con la
adquisicién de un cassettes genético de resistencia. intl1l: gen que codifica la integrasa clase 1; attl:
sitio de recombinacion del integrén en el cual los cassettes son integrados; Pl: promotor que
transcribe la integrasa; PC: promotor que dirige la transcripcion de los cassettes integrados.
gacEAL: gen que codifican resistencia a compuestos de amonio cuaternario, a bromuro de etidio,
sull: gen que codifican resistencia a sulfonamidas y orf5: gen que codifica una proteina de funcién
desconocida (tomado y modificado de Gonzéalez y col., 2004 consultado 20/12/12).

Los integrones de clase 1 son frecuentemente encontrados en bacterias Gram
negativas, estando presente ampliamente en los miembros de la familia

Enterobacteriaceae (Sabaté y Prats, 2002).

Se han realizados estudios que demuestran que el gen qacEA71 esta
ampliamente distribuido (Wang y col., 2008) (Roméo y col., 2011). Los reportes
previos, junto con los resultados de este trabajo, nos permiten sugerir que la

bomba de eflujo codificada por el gen gacEA1 sea la responsable de la resistencia
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exhibida por estas células ante el agente desinfectante ensayado, sin embargo se

requieren otros estudios para comprobar esta idea.

El gen gacEA1 usualmente esta presente en los integrones de clase 1, al igual
el gen que codifica la resistencia a sulfonamidas, pero la cepa 3663 que es
resistente a SXT pero sensible al desinfectante, no posee el gen gacEA1, por lo

cual no se puede corroborar si el gen esta presente en un integron de clase 1.

Los resultados obtenidos en este trabajo tanto en las pruebas fenotipica como
en la determinacion de genes que codifican bombas de eflujo (tabla XVII),
permiten sugerir que las cepas aisladas de infecciones en el tracto urinario de
pacientes de la comunidad, en general, se mantienen sensibles a los 2
desinfectantes evaluados. Solo 1 de 16 cepas evaluadas mostré resistencia ante
el QAC diluido al 10%, mientras que frente a este mismo antimicrobiano, 3 de las
16 cepas mostraron un comportamiento similar a la resistencia, y para el QAC sin
diluir y para el cloro comercial ninguna de las 16 cepas mostré resistencia. Al
evaluar las bombas de eflujo que expulsan QAC, se encontré que en las 4 cepas
en las que se observd crecimiento luego de la exposicién al antimicrobiano esta
presente el gen qacEA1, el cual generalmente se encuentra en los integrones de

clase 1.

La evaluacion del fenotipo de resistencia de esta cepas provenientes de
pacientes de la comunidad permitid evaluar cuan dispersos estan los genes de

resistencia a desinfectantes en individuos de la comunidad y comparar esta
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resistencia entre ambos desinfectantes evaluados, en relacion al area donde son

mas utilizados.

Los resultados previos obtenidos por Angiolillo en el 2007, mostraron que
estas cepas poseian resistencia a multiples antibiéticos, pero al evaluar el fenotipo
de resistencia a los desinfectantes, encontramos que la resistencia a este tipo de
antimicrobianos no se encuentran tan expendida, sugiriendo que no se tiene una
resistencia cruzada entre antibiéticos y desinfectantes, siendo concordante con los

trabajos realizados anteriormente.

El presente trabajo es el primer estudio en el pais, que evallua el fenotipo de
resistencia de cepas provenientes de pacientes de la comunidad a los
desinfectantes. Los resultados aqui obtenidos, servirdn de base para proximas
investigacion acerca de la resistencia a desinfectantes en cepas provenientes de

la comunidad y los posibles determinantes que causan de dicha resistencia.
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9. CONCLUSIONES

» De las 16 cepas aisladas de pacientes ambulatorios con infecciones en el
tracto urinario, 1 cepa (6,25%) presento fenotipo de resistencia, 3 cepas (18,75%)
mostraron un comportamiento similar a la resistencia y 12 (75%) fueron sensibles,
al evaluar el desinfectante cuyo producto activo es un compuesto de amonio
cuaternario encontrandose diluido al 10%. Para este mismo producto sin diluir, el
100% de las cepas es sensible.

» De las 16 cepas estudiadas, el 100% fue sensible al evaluar el fenotipo de
resistencia ante el cloro comercial diluido al 5% y 10%.

= Al evaluar mediante PCR la presencia de genes que codifican para bombas
de eflujo, solo se amplifico en el 25% de las cepas un fragmento del gen qacEAT.
Los genes qacB, gacG, gacH y gacJ no se encuentran presentes en las cepas
evaluadas.

» Las 4 cepas que mostraron crecimiento luego de la exposicién al QAC al

10% poseen el gen gacEA1.
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10. RECOMENDACIONES

La desinfeccion es de gran importancia para evitar la contaminacion con
microorganismos, tanto en centros de salud como en el area doméstica. Para
evitar la proliferacion de microorganismos en areas no deseadas, es necesario el
uso correcto de los productos antimicrobianos. Para llevar a cabo esta tarea es

necesario tener en cuenta las siguientes recomendaciones:

» Usar el desinfectante correctamente, como esta descrito en el etiqguetado
del producto. Dejarlo actuar el tiempo y a la concentracion recomendada. El uso
inadecuado y a concentraciones subinhibitorias, traeria consecuencias no
deseadas como la seleccidon de microorganismos resistentes al biocida empleado.

» Es importante escoger el desinfectante adecuado. Esto dependera de las
condiciones de la desinfeccidn, teniendo en cuenta el espectro antimicrobiano del
producto, la cantidad de microorganismos, la temperatura de la reaccion, el pH del
medio y la presencia de materia organica, ya que son factores que modifican la
accion de los desinfectantes.

» Es recomendable usar la rotacion de distintos tipos de desinfectantes, con
diferentes sitios blancos. Evitando asi la seleccion de microorganismos resistentes

al usar un antimicrobiano en especifico.
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