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Resumen

Introduccién: Los biocidas y los antibiéticos son ampliamente utilizados como
antimicrobianos, la diferencia entre éstos es que los biocidas no se emplean en el
control de infecciones, sino en la eliminacion del crecimiento microbiano, son
habitualmente usados a nivel hospitalario para la inactivacion y esterilizacion de
zonas contaminadas que constituye un filtro indispensable para la no aparicién de
aislamientos multirresistentes. Objetivo: se planteé como objetivo determinar la
tolerancia a biocidas y la presencia de bombas de expulsidn en aislados de
infecciones. Metodologia: Es un estudio observacional, descriptivo de corte
transversal, cont6 con 32 aislamientos de bacterias Gram negativas, de Escherichia
coli y Klebsiella pneumoniae, se emplearon biocidas como Cloruro de Belzalconio,
Clorexidina, Cetrimida, Cloruro de Hexadecilpiridinio y Triclosan y presencia de
bombas de expulsion. Resultados: Se detectaron aislados tolerantes a la
concentracion mas alta C1 (10%) de los biocidas analizados distribuidas en 15
aislados para Triclosan y 2 para clorhexidina, de estas el mayor porcentaje
pertenecen a aislados de E. coli. Conclusiones: se concluye que en las 17 aislados
de Escherichia coli y 16 a Klebsiella pneumoniae, se detectd la presencia de los
genes mdfA, TolC, MexC, MexA, acrB y ogxA, los cuales codifican para presencia
de bombas de expulsion.

Palabras clave: triclosan; tolerancia; bacterias gramnegativas, desinfectantes,

reaccion en cadena de la polimerasa

Determination of tolerance to biocides and detection of MdfA, TolC, MexC,
MexA, acrB and ogxA genes in isolates of Klebsiella pneumonia and

Escherichia coli

Abstract
Introduction: Biocides and antibiotics are widely used as antimicrobials, the
difference between them is that biocides are not used to control infections, but rather

to eliminate microbial growth. They are usually used at the hospital level for the
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inactivation and sterilization of contaminated areas that constitute an essential filter
for the non-appearance of multi-resistant insulation. Objective: The objective was
to determine tolerance to biocides and the presence of efflux pumps in infection
isolates. Methodology: It is an observational, descriptive cross-sectional study, it
included 32 isolates of Gram-negative bacteria, Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae, biocides such as Belzalkonium Chloride, Chlorexidine, Cetrimide,
Hexadecylpyridinium Chloride and Triclosan were used and the presence of efflux
pumps. Results: Isolates tolerant to the highest concentration C1 (10%) of the
biocides analyzed were detected, distributed in 15 isolates for Triclosan and 2 for
chlorhexidine, of which the highest percentage belonged to E. coli isolates.
Conclusions: it is concluded that in the 17 Escherichia coli isolates and 16
Klebsiella pneumoniae isolates, the presence of the genes mdfA, TolC, MexC,

MexA, acrB and ogxA was detected, which code for the presence of efflux pumps.

Keywords: triclosan; tolerance; Gram-Negative bacteria, disinfectants, polymerase

chain reaction

INTRODUCCION

Los biocidas hacen parte importante de los protocolos y estrategias que se utilizan
para disminuir la adquisicion y diseminacion de las infecciones asociadas a la
atencion de salud (IAAS) y se ha venido documentado la eficacia de estos
compuestos en los procesos de desinfeccion (1). La sensibilidad a estos
compuestos de los principales patdgenos del ser humano ha sido poco explorada,

a diferencia de lo que sucede con los antibidticos (2,3).

La tolerancia a biocidas fue demostrada por primera vez mediante el triclosan en
aislados de Escherichia coli, lo que permitio identificar bacterias tolerantes a éste
agente quimico (4). Posteriormente, numerosos estudios han documentado el
desarrollo de resistencias cruzadas a antibioticos en aislados de diferentes especies
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como Salmonella enterica, Salmonella marcescens, Klebsiella oxytoca, Klebsiella
planticola, Enterobacter asburiae, Aranicola proteolyticus, Stenotrophomonas
maltophilia, = Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter spp., Listeria
monocytogenes, Staphylococcus spp. y Enterococcus spp. de diversos origenes

con importancia clinica (5).

Es asi como en la medida que se conocen los mecanismos de resistencia a los
antibiéticos y biocidas, se puede esperar el desarrollo de aislados altamente
resistentes, debido a que los mecanismos que genéticamente se activan para uno
de éstos compuestos se puede emplear en el otro, se establece entonces una
posible resistencia cruzada entre antibidticos y biocidas, que llevarian a un
incremento en la resistencia a antibiéticos y al aumento en la prevalencia de

microorganismos resistentes en los hospitales (6).

El fendbmeno de multirresistencia esta frecuentemente asociado con la
hiperpresencia de los transportadores gue reconocen y expulsan eficientemente al
exterior de la célula un amplio rango de compuestos estructuralmente no
relacionados, dentro de estos transportadores se encuentran las bombas de
expulsion; que son sistemas capaces de exportar un amplio rango de compuestos
como biocidas, colorantes o antibiéticos mediante gradientes de iones
transmembrana (protones o sodio) o por la hidrélisis del ATP, estan formadas de 3
proteinas estructurales: un canal o porina en la membrana externa, una proteina
adaptadora situada en el periplasma y una proteina transportadora en la membrana
interna, encargadas de expulsar moléculas que al pasar hacia citoplasma afecten la

integridad de la bacteria (7).

La presencia de bombas de expulsion se considera un mecanismo de resistencia
mixto porque puede ser adquirido, cuando estan presentes en un elemento genético
movil o una mutacidbn que ocasiona su sobrepresencia, o intrinseco, si estan
codificadas por el propio ADN del microorganismo; la presencia de las bombas de
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exporte suele estar sometida a regulacion transcripcional a través de productos de
genes activadores o represores que se unen al ADN (8). Los genes de bombas de
expulsion, localizados en plasmidos o en el cromosoma bacteriano, se dividen en
cinco grandes familias de acuerdo con su composicion, numero de regiones

transmembrana, fuentes de energia y sustratos (9).

En el Pais, surge la preocupacion por la creciente tolerancia a biocidas que estan
desarrollando las bacterias en especial las bacterias Gram negativas; no obstante,
las herramientas epidemioldgicas usadas para monitorear la resistencia a los
antibiéticos pueden a su vez servir para vigilar los cambios en la susceptibilidad de
los patrones a los biocidas (6), por lo cual, la presente investigacion busca
determinar la tolerancia a biocidas y la presencia de bombas de expulsion en
aislados clinicos provenientes de infecciones, de manera tal se pueda establecer

datos que sean Utiles a nivel regional y nacional.

MATERIALES Y METODOS

Se planteé un estudio observacional, descriptivo de corte transversal, a partir de
aislamientos bacterianos de origen clinico los cuales ya contaban con confirmacién
de fenotipo y genotipo de resistencia antimicrobiana, provenientes de servicios de
urgencias, consulta externa, urgencias pediatricas, cirugia, hospitalizacion,
ginecologia, hospitalizacion pediatria y UCI de un centro hospitalario de segundo
nivel del departamento de Boyaca las cuales correspondian a aislados de bacilos
Gram negativos con presencia de mas de un gen de resistencia aislados de
infecciones (AmpC, bla TEM, bla CTXM1, bla SHV), esta identificacion se realizd
por PCR convencional, como control interno, se utilizé aislados de referencia. Para
la determinacion de tolerancia se seleccionaron los biocidas: Cloruro de Belzalconio
63249 SIGMA-ALDRICH, Clorhexidina C9394 SIGMA-ALDRICH, Cetrimide M 7635
SIGMA-ALDRICH, Cloruro de Hexadecilpiridinio monohidratado C 9002 SIGMA-



ALDRICH y Triclosan 72779 SIGMA-ALDRICH por ser estos ampliamente utilizados

como compuestos quimicos en instituciones prestadoras de servicios de salud.
Para los ensayos de microtitulacion de los Biocidas (adaptado de Lerma, L. L.,
Benomar, N., Valenzuela, A. S., Mufioz, M. D. C. C., Galvez, A., Abriouel, H. 2014),

se empled medio nutritivo liquido estéril BHI. (Ver tabla 1).

Tabla 1. Preparacion de diluciones de los biocidas

Concentracion Biocida BHI

Ci 10% Imlolg 9 ml
C1 1% 1 ml (de Ci) 9 ml
C2 0.25% 250 pl (de Ci) 9750 pl
C3 0.025% 50 pl (de Ci) 9950
C4 0.0025% 25 ul (de C1) 9975
C5 0.00025% 100 pl (de C3) 9900

Fuente. Ensayo microtitulacion para biocidas ©

Para el montaje en placa se agregoé en el pocillo de microtitulacion 180 ul de Ci (1ml
0 1g del Biocida + 9 ml de alcohol etilico 96° = Ci) de la dilucién del biocida, desde
la fila A alaF (Cl a C5) para cada aislado bacteriana llenando la columna 1 a la 11.
Se inocul6 20 ul de la dilucién 1/10 del cultivo bacteriano puro en todos los pocillos
de la fila A - F, llenando asi de la columna 1 a la 11, mientras que para el control
negativo se adiciond 200 ul de caldo BHI estéril en la fila G, 180ul de caldo BHI
estéril con 20 ul de la aislado en la fila H como control positivo y un control negativo
del biocida a ensayar en distintas concentraciones desde el C1 — C5 en la columna
12. Una vez completada la microplaca se incubaron a 37°C durante 24 horas segun
el crecimiento de cada bacteria a analizar. Para la lectura se empleo6 el lector de

microplacas (equipo microplate Reader) a 595 nm.



Pruebas moleculares

Para la identificacion de los genes de resistencia, se realizdé una extraccion de ADN
empleando el kit de extraccion de Promega “Wizard” Genomic DNA Purification
siguiendo las instrucciones del fabricante (11): El ADN obtenido fue cuantificado
empleando un protocolo basado en un marcador fluorescente intercalante (12). Para
esto se empled el equipo de Quantus™ Fluorometer (Promega) y el kit QuantiFluor®

dsDNA System (Promega), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Todas las amplificaciones se realizaron mediante PCR convencional, con el reactivo
Safe-Green™ 2X PCR Taq MasterMix (ABM) siguiendo las instrucciones del
fabricante, en un termociclador Labocon y se evidenciaron mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1 % en TAE 1%, empleando safeview classic (ABM) como
agente intercalante, y opti DNA Marker 1Kb (ABM) como marcador de peso
molecular. Las bandas se evidenciaron en un transiluminador UltraSlim Led

llluminator Maestrogen.

Para la deteccién molecular de genes que codifican para la tolerancia a biocidas de
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, se realizaron segun el protocolo 005 del
laboratorio de epidemiologia molecular empleando los iniciadores y condiciones
establecidas por Paterson 2003 (13) y cada biocida tiene una concentracion minima
inhibitoria (CIM) frente a un microorganismo especifico que define la capacidad para

inhibir el crecimiento microbiano (2,13).

RESULTADOS
Se contd con un total de las 36 aislamientos bacterianos el 55.6 % (n= 20)
correspondio a Escherichia coli (E.coli) y el 41.7 % (n=15) a Klebsiella pneumoniae

(K. pneumoniae), mientras que la bacteria de Klebsiella oxytoca con un 2.8 % (n=1).



Perfiles de tolerancia

En el presente estudio se detectaron aislados tolerantes a la concentracion mas alta
C1 (1%) de los biocidas analizados distribuidas en 15 aislados para Triclosan y 2
para Clorhexidina, de estas el mayor porcentaje pertenecen a aislados de E. coli.
Por el contrario, la tolerancia a concentraciones mas bajas C5 (0,00025%), en
donde, se esperaba hallar un nimero de aislados considerables se encontré que
tan sélo 17 de ellos fueron tolerantes al biocida cetrimide, 13 aislados a triclosan y

6 para cloruro de hexadecilpiridinio cloruro de hexadecilpiridinio (Figura 1).

Figura 1. Perfil de tolerancia a biocidas
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Tolerancia de Escherichia coli

Los resultados obtenidos para los diferentes cultivos bacterianos de E. coli,
mostraron que determinados biocidas como Cloruro de Benzalconio, Cloruro de
Hexadecilpiridinio monohidratado y Clorhexidina inhiben a la mayoria de las
aislados a una concentracion de 0.025% y 0.0025% (figura 2), lo que permite
distinguir las aislados de E. coli patdgenas de las demas por la capacidad que
poseen de producir enfermedades severas como consecuencia de su informacion

genética para la creacion de toxinas (15-17).

Figura 2. Perfil de tolerancia de E. coli alos biocidas
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Tolerancia de Klebsiella pneumoniae

En el presente estudio se observé que la mayoria de las aislados es tolerante a
concentraciones entre 0.025 % y 0.0025 % de biocidas como el Cloruro de
Benzalconio y el Cloruro de Hexadecilpiridinio, como se muestra en la figura 3, esta
bacteria se encuentra asociada a infecciones oportunistas, convirtiéndose en una
importante amenaza clinica y para la salud publica debido a la creciente prevalencia
de infecciones asociadas a la asistencia sanitaria causadas por aislados
multirresistentes y tolerantes a los biocidas como se evidencia en los resultados
obtenidos (18).

Figura 3. Perfil de tolerancia de K. pneumoniae a los biocidas
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Tolerancia a Biocidas

Triclosan

La presente sustancia quimica, presenta un crecimiento en las diluciones extremas
de tolerancia (C1 — <C5), donde 12 de los 36 aislamientos bacterianos fueron
sensibles a concentraciones utilizadas por este biocida ya que no se evidencia
crecimiento bacteriano y 15 de ellas como tolerantes al biocida por presentar
crecimiento en la dilucion mas concentrada (10 %), en la que la tolerancia por
aislado estudiada, permite observar, que la aislado de E. coli evaluadas presentan
una mayor tolerancia al Triclosan; con respecto a las aislados de K. pneumoniae,
esto debido a la evidencia de crecimiento en las concentraciones evaluadas,
principalmente por la formacion de biopeliculas (biofilm), que se considera un

mecanismo de tolerancia propio de las aislados bacterianas (14).

Cloruro de Hexadecilpiridinio monohidratado

Respecto a este biocida se observo que, de las 32 aislados evaluadas, se presentd
crecimiento de 20 de ellas en la concentracion C3 (0.025 %), resultados
importantes; teniendo en cuenta que es un antiséptico, utilizado como medida
profilactica en algunos tipos de enjuagues bucales y usado como ingrediente de

algunos pesticidas.

Al realizar el analisis de la tolerancia por aislados se encontrd que las aislados de
E. coli son las que presentan mayor crecimiento en la concentracion C3 (0.025%),
con un 40.6%; demostrando una vez mas la capacidad de este patégeno de crear
estrategias de evasion frente a los diferentes biocidas empleados en la presente

investigacion.
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Clorhexidina

Se encontro una tolerancia relevante en la presente investigacion a este biocida que
podria asociarse con los perfiles de resistencia a antibioticos de las aislados
evaluadas en la cual, de las 32 aislados 25 de ellas crecieron en la concentracion
C3=0.025 %, que el 40.6% correspondio6 a E. coli, mientras que el 37.5% fue para
K. pneumoniae, por lo cual, que se describe una alta relacién entre la resistencia a
Antimicrobianos y la tolerancia a los biocidas por una posible resistencia inducida
(19).

Cetrimide

En este biocida, se presentd crecimiento en 14 aislados en la concentracion C4, y
13 aislados en la concentracion <C5, pudiendo inferir que este compuesto tiene
mayor especificidad en bacterias Gram positivas, por lo cual se debe tener en
cuenta la accion antiséptica y bactericida que actia de forma mas marcada sobre
bacterias Gram positivas que sobre Gram negativas y también sobre algunos

hongos y virus, aunque no frente a esporas (20).

Cloruro de Benzalconio

En cuanto a la resistencia frente a Cloruro de Benzalconio, se detect6 crecimiento
de 29 de las aislados de estudio en la concentracion C4 (0.0025%), de las cuales el
46.8% correspondi6 a E. coliy mientras que el 43.7% fue para K. pneumoniae, datos
importantes ya que, es frecuente su desarrollo por exposicion a concentraciones

subinhibitorias del compuesto.

12



Evaluacion de la presencia de genes que codifican para las bombas de
expulsidon de farmacos en aislados bacterias Gram negativas aisladas a partir

de infecciones.

Para detectar los genes asociados a la presencia de bombas de expulsion, se utilizo
la técnica de PCR convencional en 32 aislados bacterianas Gram negativas, de las
cuales 17 corresponden al género de Escherichia coli y 16 a Klebsiella pneumoniae
(13).

Dentro de los genes que fueron utilizados para la identificacion de bombas de
expulsién en las aislados bacterianas Gram negativas mencionadas anteriormente
se encuentran: MdfA, TolC, MexC, MexA, acrB y ogxA, como controles en el
proceso de amplificacién en el presente estudio, se utilizé como control positivo la
aislado de Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 y la aislado Escherichia coli ATCC
25922, como control negativo; mediante montaje PCR, para amplificacion de los
genes mdfA, TolC, mexA, MexC, AcrB y ogxA.

Teniendo en cuenta, los resultados obtenidos en la aislado de Klebsiella
pneumoniae, se evidencia que los genes que presentaron mayor presencia fueron
el mdfA y TolC con 16 aislados respectivamente, seguido del gen MexA con 14
aislados, 12 aislados en cada uno de los genes de MexC y acrB y por altimo el gen
que presentd menor presencia en las aislados bajo estudio, fue el gen ogxA con 4
aislados. Por otro lado, en las aislados de Escherichia coli, se detect6 que en el gen
mdfA 17 aislados que presentaron la presencia del gen, mientras que para los genes
TolC y MexC 15 aislados los expresaron en cada uno de ellos, seguido del gen
MexA 13 aislados, para el gen acrB 12 aislados y 7 para el gen ogxA, como se

observa en la tabla 2.
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Tabla 2. Genes de bombas de expulsién en aislados de Escherichia coli y

Klebsiella pneumoniae.

_ _ Aislamientos |Genes de Resistencia a antibidticos
Microorganismo

evaluados AmpC blaTEM blaCTXM1 blaSHV

Escherichia coli 17 0 17 11 2
Klebsiella

pneumoniae 15 2 15 2 8
Total Aislados 32 2 32 13 10

Fuente: El estudio

Por lo anterior, se evidencia que el gen ogxA es el que menor nimero de aislados
lo expresaban tanto en de Klebsiella pneumoniae (25%) como en Escherichia coli
(41.1%), datos que permiten determinar que los mecanismos de resistencia de las
aislados de estudio no se encuentran asociados a las bombas de expulsion. Sin
embargo, en aquellas aislados en las cuales estd presente el gen ogxA, se debe
tener en cuenta que es responsable de conferir resistencia a antibiéticos, como las
cefalosporinas y aminoglicosidos, a su vez tener mecanismos que muestran una
amplia especificidad de sustrato, siendo capaces de expulsar una variedad de
compuestos, estos sistemas de eflujo incluyen una variedad de genes que estimulan

la presencia de bombas de eflujo (21,22).

En las aislados de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, se encuentran
presentes genes para acrB, o que muestra que éstos dos microorganismos tienen
la bomba de expulsion AcrAB-TolC, principalmente el TolC que esta presente en
todas las aislados de Klebsiella pneumoniae y la gran mayoria de Escherichia coli;
lo que facilita ese canal de transporte mediante sistemas de eflujo a travées de las
membranas de estas bacterias Gram negativas, que permite la expulsion de los

antibioticos y agentes quimicos. Lo anterior les confiere a estos microorganismos el
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poder sobrevivir a la accidn de los diferentes agentes quimicos y antibiéticos, que a

su vez puede generar resistencias y tolerancias cruzadas.

Asimismo, la proteina AcrAB, va facilitar la interaccidén con otras proteinas, que han
sido implicadas como un mediador en la susceptibilidad reducida a la tigeciclina en
varios microorganismos Gram negativos patégenos como Pseudomonas
aeruginosa, Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae y las aislados de este
estudio; éstos mecanismos hacen que se presenten perfiles de resistencia a
antibioticos, mediante el transporte de una gran variedad de compuestos quimicos,

que hacen que se aumente a través del tiempo la resistencia antimicrobiana (23,24).

En las aislados de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, se encuentra presente
el gen MexA, con el 76.4% y 87.5% y el gen MexC con el 88,2 % y 70.0%
respectivamente en estos microorganismos, resultados muy similares a otros
estudios en los cuales la presencia de éstos genes codifica bombas de flujo y se les
atribuye la responsabilidad de la resistencia a los B-lactamicos. Este tipo de bombas
tiene tres componentes: una proteina de fusién de membrana que estd asociada
con la membrana citoplasmica, una proteina accesoria periplasmica como MexA,
MexC, MexE y MexX, que son el resultado de la sinergia entre la impermeabilidad

de la membrana externa y las bombas de flujo codificadas cromosdmicamente (25).

Por consiguiente, el gen MdfA, se encuentra presente en el 100% para Escherichia
coli y 94.1% para Klebsiella pneumoniae, tiene alta capacidad de interaccion con
diferentes compuestos quimicos y a su vez, es el determinante importante en la
translocacién de protones y la actividad de transporte de mudltiples farmacos,
impulsando la salida de éstos agentes lo cual esta relacionado con las posibles

resistencias por parte de los antibioticos (26).
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DISCUSION
Los resultados obtenidos en el presente estudio corroboran la capacidad que tienen
las bacterias Gram negativas como E. coli y Klebsiella pneumonie, para transportar
sustancias quimicas mediante bombas de flujo al exterior de las células bacterianas;
similar a los hallazgos reportados por Masi et al.,, en el cual éstas bacterias
implementan un sistema tripartito conformado por un transportador de membrana

interna, proteinas adaptadoras y canales de membrana interna (27).

Este mismo estudio resalta la funcion del sistema AcrAB-TolC presente en
enterobacterias principalmente E. coli; que permite ese transporte de sustancias y
tolerar diferentes ambientes, datos similares al presente estudio en las cuales, el
TolC estid presente en todas las aislados de Klebsiella pneumoniae y la gran

mayoria de Escherichia coli (28).

Algunas investigaciones reportan datos de tolerancia a concentraciones similares a
la presente investigacion y se plantea la posibilidad de que esta tolerancia sea
mediada por los sistemas de bombas de eflujo, éstas presentan un componente
ionico, especificamente el ion hidrégeno, desempefiando un papel principal en la
resistencia a los antimicrobianos, especialmente en el caso de los biocidas, siendo
de un sistema independiente del gen TolC de un solo componente y se destacan
dentro de los principales microorganismos involucrados en la tolerancia a los
biocidas por medio de las bombas de eflujo Escherichia coli, Staphylococcus

aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae

().

La Clorhexidina y el Cloruro de Hexadecilpiridinio monohidratado, son biocidas
empleados ampliamente como antisépticos de amplio espectro y tienen accion
frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas. Las concentraciones de
biocidas utilizadas en los hospitales son lo suficientemente altas como para prevenir
el crecimiento bacteriano. No obstante, la preparacion inadecuada de biocidas o la
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pérdida de eficacia pueden resultar en la presencia de concentraciones de biocidas
residuales o subinhibidores, que podrian favorecer la persistencia y seleccion de

algunos determinantes de la tolerancia frente a estos compuestos (29).

Por otro lado, diversos estudios confirman la eficacia de Cetrimide, en la destruccion
de las biopeliculas de Enterococcus faecalis al interactuar con la matriz extracelular,
asi como la destruccion de cultivos formadores de éstas si se encuentra en
combinacion con EDTA, &cido citrico o clorhexidina, ademas de favorecer el efecto

antibacteriano de algunos antibioticos (30).

Dicha adaptacion parece transmitirse a las sucesivas generaciones e implica una
serie de cambios, en la composicion de acidos grasos, presencia de genes de
resistencia como son el gen acrB del sistema de exporte AcrAB/TolC o el gen sugE
y genes relacionados con el estrés osmotico y oxidativo como hdeA, ompF o ompW
6 cambios morfolégicos como modificaciones en la fluidez de la membrana, en la

longitud de las células o cambios en los filamentos celulares (31).

E. coli y K. pneumoniae presentaron tolerancia a la mayoria de los biocidas, lo cual
contrasta con los resultados obtenidos por Lépez y colaboradores en 2010, en el
cudl, presentaron inhibicion a las mismas concentraciones del presente estudio,
sugiriendo que el uso de este agente puede variar dependiendo de la aislado y su
origen (2,18). Estudios en bacterias aisladas de productos marinos mostraron una

baja incidencia de tolerancia a los biocidas (32).

Asimismo, las aislados patdgenas generadas en ambientes hospitalarios pueden
ser eliminadas por el sistema cloacal, las cuales pueden ser resistentes a
desinfectantes y antisépticos, y de esta manera producir una alteracion en el
balance bioldgico del ecosistema aumentando la proporcion de bacterias resistentes

en aguas tratadas (33). Por lo que es recomendable que su uso a nivel
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intrahospitalario e industrial, solo sean empleados cuando sea necesario y bajo un

riguroso proceso de control y vigilancia (6).

Finalmente, se debe reconocer y tener en cuenta que las bombas de
expulsion/eflujo, exportan un amplio rango de compuestos como biocidas,
colorantes o antibiéticos mediante gradientes de iones transmembrana (protones o
sodio) o por la hidrdlisis del ATP, lo que le confiere un perfil de resistencia y

tolerancia en las Instituciones de Salud.

Limitaciones

Dentro de la presente investigacion se presentaron limitaciones respecto al
procedimiento principalmente desde el procesamiento manual para la deteccion de
tolerancia a los biocidas, ya que, a pesar de tener controles positivos, negativos y
verificacion del proceso, se va a tener un margen de error, por lo cual, se sugiere
una gPCR ddnde se puede evaluar la presencia y tolerancia en cada una de los

microorganismos identificados y utilizados en las investigaciones.

CONCLUSIONES
En las 17 aislados de Escherichia coli y 16 a Klebsiella pneumoniae, se detectd la
presencia de los genes mdfA, TolC, MexC, MexA, acrB y ogxA, los cuales codifican
para presencia de bombas de expulsion, mediante las que se realizan procesos de
eliminacién de varios tipos o familias de antibiéticos y compuestos quimicos como

los biocidas.

Estos sistemas de eflujo le confieren una resistencia a las bacterias de interés
clinico, lo que representa un aumento de las concentraciones minimas inhibitorias
a los diferentes antibioticos utilizados para combatir las infecciones a nivel

hospitalario, por lo cual se hace necesario contar con evidencia que correlacione los
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diferentes sistemas de eflujo con las tolerancias a biocidas y resistencias a

antibioticos utilizados nivel clinico.

En el presente estudio se detectaron aislados tolerantes a la concentracion mas alta
C1 (10%) de los biocidas analizados distribuidas en 15 aislados para Triclosan y 2
para Clorexidina, siendo estos compuestos empleados en productos de cuidado
personal, como los jabones de mano y los cosméticos, y a los materiales que van
desde la ropa deportiva hasta los envases de alimentos por ende expresa gran

preocupacion la tolerancia demostrada en las aislados analizadas
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