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Introduccion

Desde hace varios siglos, en el contexto mundial se han
utilizado diferentes agentes y compuestos que ejercen una
actividad antimicrobiana, para evitar una transmisién de
microorganismos patégenos en diferentes entornos. Sin
embargo, la actividad de estos agentes biocidas puede verse
modificada por varios factores que disminuyen la accién o
control de los microorganismos, bien sea por la concentra-
cién utilizada, el tiempo de accidn, la temperatura, el pH,
entre otros. De cierta forma, en estos casos los biocidas
permiten que se presenten tolerancias a agentes quimicos
o biolégicos y esto conlleva a la proliferacién y disemina-
cién de infecciones causadas por microorganismos. Ante
el aumento de estas resistencias, se busca evidencia que
permita conocer la relacién entre la tolerancia bacteriana
que se presenta actualmente en los diferentes biocidas, la
resistencia a los antibidticos y los mecanismos de accién de
los biocidas.

Es importante conocer y comprender la causa del incre-
mento de la tolerancia de los biocidas y de la expresién
de la resistencia de los diferentes microorganismos a las
sustancias con accién biocida. El propésito es mitigar el
impacto de la transmisién de microorganismos patégenos
que implican determinantes de resistencia, tolerancia y a su
vez de virulencia.

Este capitulo aborda, clasifica y presenta los mecanismos
de accién de los diferentes agentes quimicos, ya sean de
origen sintético o natural, y de las bombas de eflujo. Estas
Gltimas se caracterizan por transportar varios agentes



quimicos del interior al exterior de la bacteria, mediante
sistemas que actdan especificamente en cada una de las
familias de bombas de eflujo. Por otro lado, describe los
métodos de evaluacién de la tolerancia a los biocidas que
se utilizan en cosmética, desinfeccién y disminuciéon de
cargas microbianas en diferentes superficies y fémites
en ambientes hospitalarios, domésticos e industriales.
Finalmente, presenta los resultados de investigacién en
diferentes microorganismos y biocidas.

Biocidas

Las sustancias con efecto antibidtico y biocida son com-
puestos utilizados desde siglos atrds para la inhibicién o
eliminacién del desarrollo bacteriano. Estos se diferencian
entre ellos por aspectos como los mecanismos de accién, las
aplicaciones de cada uno y el espectro. Asi, se pueden tratar
no solo las enfermedades bacterianas con antibidticos, sino
que sirven también como agentes que permiten preservar
o promover el crecimiento. Por otro lado, los biocidas se
utilizan como antisépticos, conservantes o desinfectantes
para impedir el crecimiento y multiplicaciéon de diferentes
microorganismos (bacterias, hongos, virus) en el entorno
hospitalario, doméstico, veterinario o industrial. Por eso,
el riesgo de corresistencia y resistencia cruzada a ambos
agentes es un problema de salud publica (Fuentes ez al.,

2014; Gilbert & McBain, 2003).

Los biocidas son de origen sintético o bioldgico.
Actualmente existe un gran nimero de compuestos para el
control, destruccién y neutralizacién de microorganismos,
pero no ejercen una actividad especifica para determinado
grupo bacteriano. Estos compuestos forman parte de los
procedimientos y estrategias que se utilizan para disminuir
la presentacién y propagacién de infecciones en el dmbito
asistencial, pues se ha evaluado su eficacia en métodos de



desinfeccién (Russell, 2002). Desde el punto de vista de los
mecanismos de accién, los antibiéticos han sido conocidos
y documentados con evidencia cientifica, mientras que los
biocidas se encuentran en investigacion respecto a las dife-
rentes concentraciones, interacciones bioqul'rnicas y sitios

de acciédn (Cabrera ez al., 2007; Gilbert & McBain, 2003).

Dentro de los biocidas se encuentran los desinfectantes, los
antisépticos, los conservantes, los pesticidas, los herbicidas,
los fungicidasy los insecticidas (Ministerio de la Presidencia
Relaciones con las Cortes y Memoria Democrética, 2002),
ampliamente utilizados tanto en superficies inanimadas
como en la piel, bien sea de manera tinica o a partir de mez-
clas. De acuerdo con Herndndez-Navarrete er al. (2014), la
actividad de estos productos quimicos depende del tipo de
formulacién, concentracién, pH, periodo de contacto y de
la presencia de otros compuestos orgdnicos e inorgdnicos
que influyen en la accién y que permiten agruparlos en 22
categorfas quimicas con una gran variedad de compuestos
(Denyer, 1995; Hernindez-Navarrete ez al., 2014).

Segiin Gargao Curiao (2014), existe un grupo de agentes
quimicos “compuestos de amonio cuaternario (QACs),
cloruro de benzalconio (BKC) y cetrimida” que hace parte
de esos biocidas de origen catiénico formados a partir
de un nitrégeno cuaternario y un conjunto de sustancias
hidréfobicas. Por otro lado, existen agentes quimicos for-
mados por dos grupos catidnicos, los cuales se encuentran
aislados por un grupo hidrofébico y son las bisbiguani-
das y la clorhexidina (CHX) o alexidina. Finalmente, la
biguanida polihexametileno PHMB presenta mds de dos
grupos cationicos.

Cabe destacar que, ante la exposicién de biocidas catiénicos
como los compuestos de amonio cuaternario, se presenta
un desequilibrio en la membrana celular de la bacteria, lo
que genera una lisis celular por un movimiento de cationes



divalentes. Asi mismo, se produce un dafio de la mem-
brana externa con pérdida de contenido citoplasmdtico en
bacterias Gram negativas. Por otro lado, la clorhexidina
produce una alteracién en la permeabilidad de la mem-
brana, gracias a los grupos etilexil terminales, que hacen
que sea uno de los agentes mds utilizados en higiene de

manos y a nivel oral, pues destruyen las bacterias (Denyer,
1995; Gonzdlez et al., 2014).

De acuerdo con Gar¢ao Curiao (2014), uno de los agen-
tes fungicidas y antibacterianos de amplio espectro mds
utilizado en higiene oral y de la piel es el triclosin, el cual
hace parte del grupo de los bisfenoles, conformado por
dos anillos fendlicos. Este tipo de biocida ejerce activida-
des especificas de inhibicién en la proteina que participa
en el anabolismo de 4dcidos grasos y de dafios a nivel del
citoplasma. Segun Russell (2004), este agente permite que
exista una desestabilizacién bacteriana segtin las diferentes
concentraciones con las cuales se utilice, pues su resultado
varfa desde la inhibicién en procesos de absorcién de
nutrientes requeridos por los diferentes microorganismos
hasta la destruccién celular. Es asi como su uso se extiende
a diferentes mercados tanto a nivel industrial como en
servicios del hogar (Gargao Curiao, 2014; Russell, 2004).

En ese mismo contexto se encuentra uno de los agentes
derivados del cloro. Si bien existen diferentes formas
de presentacién, el hipoclorito de sodio sigue siendo el
mds utilizado para la desinfeccién de superficies, agua e
infecciones. Los hipocloritos presentan una gran variedad
de actividad que hace que se consideren fungicidas, espori-
cidas, bactericidas y virucidas, aunque es poco definida la
cloracién o mecanismo de accién de estos agentes (Sdenz y

Sénchez, 2005).



Los datos presentados en la tabla 5 compilan diferentes
biocidas de uso frecuente. Allf se describen los grupos, los

compuestos y las funciones.

Grupo

Amonio
cuaternario

Biguanidinas

Fenoles

Aldehidos

Alcoholes

Halogenados
y Peréxido de
hidrégeno

Tabla 5. Biocidas: grupos, compuesto y funcién

Biocida

Cloruro de
benzalconio

Clorhexidina

Triclosan

Glutaraldehido

Alcoholes

Yodo, cloroy
peroxido de
hidrégeno

Funcion

Son tensoactivos que facilitan la unién
de manerairreversible a fosfolipidos 'y
proteinas de membrana. Adicionalmente, la
porcion hidrofébica dentro de la membrana
genera alteracién de la permeabilidad y
una disfuncién de la cadena respiratoria.

Se asocian fuertemente a sitios aniénicos
encima de la membranay pared celular,
mientras que generan un movimiento de
los cationes divalentes Mg2+y Ca2+. Esto
reduce la fluidez de la membranay provoca
variacion osmotica en la célula bacteriana.

Produce variaciones en la membrana
bacterianay el compuesto logra ser
absorbido por difusion al citoplasma
bacteriano. Causa dano principalmente en
las vias metabdlicas de sintesis de dcidos
grasos, que inhibe enzimas como la NADH-
reductasa dependiente de 4cidos grasos.

Dano en las proteinas de la pared y membrana
bacteriana, lo que interfiere en los grupos
tioles, aminos y sulfhidrilos. Por lo tanto,
la union a estos grupos “fijan” estructuras
y enzimas con inhibicién en la funcién
basica de supervivencia bacteriana.

Produce alteraciones en la membranay pro-
teinas bacterianas. Ante el contacto con agua,
ocasiona la desnaturalizacién y dafos metabé-
licos que permiten una rapida lisis bacteriana.

Altamente reactivos que participan como
oxidantes y radicales libres capaces de
interactuar con componentes celulares

como ribosomas y diversas proteinas.

Fuente: elaboracién propia con base en datos de Lépez et al., (2010).

Estos

antisépticos

y  desinfectantes

anteriormente

mencionados generan presién ambiental ante su uso
indiscriminado, pues este implicaria la posibilidad de

Fuente

Wessels
& Ingmer
(2013)

Gilbert
& Moore
(2005)

Schweizer
(2001)

Gilbert
& Moore
(2005)

Gilbert
& Moore
(2005)

Maillard
(2002)



resistencias bacterianas en diferentes entornos y el desarro-
llo de resistencias cruzadas con antibiéticos (Gnanadhas

et al., 2013).

Mecanismos de tolerancia a los
antisépticos y desinfectantes

Actualmente existen conocimientos significativos respecto
a las reacciones de las bacterias frente a aquellos compuestos
que pueden producir su muerte. La tolerancia que presen-
tan pueden ser de dos formas: mediante una propiedad
intrinseca demostrada principalmente en microorganismos
Gram negativos, como esporas bacterianas y micobacterias,
y en microrganismos Gram positivos, como especies del
género de Staphylococcus (Partridge et al., 2018); y, segin
Cabrera e al. (2007), mediante “mutacién o adquisicién
de pldsmidos (autorreplicacién, ADN extracromosémico)
o transposones (cromosomal o integrado en pldsmidos,
cassettes de ADN transmisibles)”. Por consiguiente, un
gen de resistencia en pldsmidos se deriva de una mutacién
puntual en un gen blanco en las bacterias que van a estar
susceptibles, asi como aquellos genes que van a proveer
proteccién contra otras bacterias.

En efecto, tanto antisépticos como desinfectantes son
utilizados frecuentemente en cantidades considerables
en centros de salud, laboratorios y sobre todo en la parte
asistencial de hospitales, para la prevencién de infecciones
adquiridas durante la estancia del paciente. En la tabla 6
y en la figura 12 se resumen e ilustran los mecanismos
de acci6én y lugares blanco de los principales agentes qui-
micos utilizados en desinfeccién (Cabrera et al., 2007;
Herndndez-Navarrete ez al., 2014).



Tabla 6. Mecanismos y lugar de accién de los principales agentes e

quimicos utilizados como antisépticos y desinfectantes

Desinfectante/

Antiséptico

Compuestos de
Amonio Cuaternario

Clorhexidina

Diaminas
Fenoles
Glutaraldehido

EDTA, otros
permeabilizantes

Halégenos

Peroxido de hidro-
geno, iones de Plata

Acridinas

Formaldehido
Glutaraldehido

Compuestos con plata

Halégenos

Peroxigenos

Mecanismo de accion Lugar de accion
Afectacion general en la membranay Membranainterna
disminucién de la sintesis de fosfolipidos. citoplasmatica

Concentraciones disminuidas dafian
laintegridad de la membrana.

Concentraciones elevadas generan
congelacién del citoplasma.

Induce la supresién de aminoacidos.

Pérdiday desajuste.

Unidén cruzada a proteinas Envoltura celular (pared

Bacteria Gram negativa: celular, membrana externa)
eliminaciéon de Mg++,
liberacion de algunos lipopolisacaridos
Inhiben la sintesis del ADN Alteracion del ADN
Rompimiento de la hebra de ADN

La acridina se coloca entre dos Intercalaciéon con el ADN
pares de bases del ADN, lo que
ocasiona su separaciéon

Uniones y combinaciones entre Unién cruzada a
las proteinas, ARN y ADN. acromoléculas
Forma puentes de unién de proteinas de
la envoltura celular y otros sitios celulares

Accion de grupos tiol con enzimas Interaccion con grupos tiol
que se ensamblan a membrana (un dtomo de azufre y un
atomo de hidrégeno (-SH))
Oxidacion de los grupos tioles a Agentes oxidantes

disulfitos, sulféxidos o disulféxidos
En el peréxido de hidrégeno se forman
radicales libres OH- que oxidan a los
grupos tioles en enzimas y proteinas.
Acido paracético: inhibe los grupos
tioles en proteinas y enzimas

Fuente: elaboracién propia con base en datos de Cabrera et al., (2007)
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Membrana Celular: «——

Aldehidos
Amonio Cuaternario

116

-+ Ribosomas:
Compuestos
halogenados

! X{otﬁi?asz
. coholes
Pared Celular: ADN bacteriano: Aldehidos
Biguanidinas Peréxido de hidrégeno Compuestos halogenados
Aldehidos lones de Plata Fenoles
Acridinas
Halégenos

Figura 12. Accién de los biocidas en las células bacterianas
Fuente: elaboracion propia

Tolerancia / Resistencia a biocidas

Teniendo en cuenta lo presentado por Russell (1997), la
expulsion de los agentes quimicos, principalmente a partir
de las bombas de eflujo y bloqueo en la entrada de dichos
agentes a la membrana celular, se presenta por las formas
intrinsecas como extrinsecas, lo que conlleva incrementos
en la tolerancia bacteriana a los diferentes biocidas.

Sin embargo, la falta de membrana externa permite en
algunos microorganismos que los biocidas actien directa-
mente en la estructura bacteriana y, como menciona Gargao
Curiao (2014), causen dafio a las proteinas, composicién de
dcidos grasos o fosfolipidos, que permiten que se presenten
procesos de respuesta y expulsién ante un estrés, cambios
en las caracteristicas hereditarias, asi como en la actividad
metabdlica, que facilitan la resistencia a los biocidas.
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Bombas de eflujo

Las bombas de expulsién/eflujo, son un mecanismo de
resistencia mixto, puede ser adquirido cuando estd presente
un elemento genético mévil o cuando una mutacién oca-
siona su sobreexpresién o es intrinseco si estdn codificadas
por el propio ADN del microorganismo. Estas exportan un
amplio rango de compuestos como biocidas, colorantes o
antibidticos mediante gradientes de iones transmembrana
(protones o sodio) o por la hidrélisis del ATP. La expresién
de las bombas de exporte suele estar sometida a regulacién
transcripcional a través de productos de genes activadores
o represores que se unen al ADN.

En la figura 13 se muestra un esquema de bomba de eflujo
y su posicién en la membrana y el periplasma bacteriano

(Tauch et al., 2003).

RN 0020020000000

SULbbbbdd4d Lot besUse

Periplasma

299909999009 192002000000009
$6804é $666660666666666

Citoplasma

Figura 13. Bomba de eflujo que representa la salida del
complejo tripartito ensamblado (AcrAB-TolC).
Fuente: Modificado de Blair & Piddock (2009).
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RND

oM

H*

H+

Los genes de bombas de expulsién/eflujo, localizados en
pldsmidos o en el cromosoma bacteriano, se dividen en
cinco grandes familias de acuerdo con su composicién, el
nimero de regiones transmembrana, las fuentes de energia
y los sustratos (figural4).

SMR MFS MATE ABC

. EXTRACELLULAR
MEDIA

H H Na*/H* PERIPLASM
ATP ADP + Pi

@ Antibiotic @ [ [ [
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Figura 14. Cinco grandes familias que componen
los genes de bombas de eflujo
Fuente: Tomado de Wales & Davies (2015).

Familia de resistencia, division, nodulacion
(RND, resistance nodulation division)

Esta familia se ha descrito en bacterias Gram negativas
y sus 16 miembros suelen estar formados por un sistema
de tres componentes AcrAB/TolC (como se observa en la
tigura 15) con un gran dominio periplasmdtico (en torno a
1000 amino4cidos divididos en 12 hélices). AcrB se une a
una proteina peripldsmica de fusién AcrA (en torno a 400
aminodcidos) y a un poro de la membrana externa, TolC
(sobre 500 aminodcidos), para formar un canal tripartito
que va desde el citoplasma hasta el exterior, pasando
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por la membrana externa. Se divide en tres subfamilias
encargadas del antiporte de firmacos, metales, biocidas o
lipooligosacdridos (Rosenberg ez al., 2003).

Familia RND
Y
o
= Membrana
Externa
g 4
S »
I v
Membrana Ach
H+
Citoplasma I

“ Antibidtico

Figura 15.Bomba de eflujo de la familiade @
resistencia, division, nodulacion (RND)
Fuente: elaboracién propia con base en datos de Gargao Curiao (2014)

Familia de resistencia a multiples
fFarmacos de pequeio tamano (SMR,
small multidrug resistance)

Existen bombas de resistencia a multiples firmacos que se
caracterizan por tener proteinas de tamafio reducido con
cuatro fracciones. Estas facilitan la expulsién de agentes
antibacterianos, principalmente aquellos de origen cati6-
nico como los compuestos de amonio cuaternario (figura

16), y son reguladas por pldsmidos que contribuyen a que ,I ,I 9
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se ejerza una defensa contra estos compuestos (Lavilla ez a/,
2014). En este mismo contexto, se resalta lo presentado por
Gargao Curiao (2014), para los sustratos como “aztcares,
péptidos, carbohidratos, antimicrobianos de alto peso
molecular y metales” que son de dificil transporte por ser
de gran tamano.

Familia SMR

Membrana

Citoplasma

H*

“ Antibiético

e Figura 16.Bomba de eflujo de la familia de resistencia

amultiples farmacos de pequeiio tamano (SMR)
Fuente: elaboracién propia con base en datos de Garcao Curiao (2014)

Superfamilia del Facilitador mayor
(MFS, major Facilitator superfamily)

Los miembros de la familia MFS son proteinas trans-
portadoras de membrana con un tamafio cercano a 400
aminodcidos estructurados en 12 hélices transmembrana,
como TetB, o en 14 hélices, como QacA (figural7), encar-
gadas del simporte, antiporte o uniporte de varios sustratos
como firmacos o biocidas. Se dividen en 17 subfamilias
que pueden encontrarse en procariotas y eucariotas y se
han descrito aproximadamente 500 miembros. En bac-
,] 2 O terias Gram negativas, estos sistemas pueden funcionar
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como componentes de sistemas tripartitos junto a los
canales adicionales MFPs (membrane fusién proteins) y
OM (outer membrane), como los sistemas EmrAB-TolC
o EmrKY-TolC descritos en E. coli (Floyd et al., 2010;
Fluman & Bibi, 2009).

Familia MFS

Membrana

Citoplasma

“ Antibidtico

Figura 17. Bomba de eflujo de la Superfamilia e
del facilitador mayor (MFS)
Fuente: elaboracién propia con base en datos de Garcao Curiao (2014)

Familia de mualtiples fFarmacos
y toxicos (MATE, multidrug and
toxic-compound extrusion)

En esta familia se encuentran proteinas conformadas por
12 fragmentos transmembrana. Segtn Lavilla (2014), estas
usan energfa a partir de “iones de Na+, con bombas como
la NortM de Vibrio parahaemolyticus (como se observa en
la figura 18), y estdn presentes en bacterias tanto Gram
positivas como Gram negativas’.
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Familia MATE

Membrana

Citoplasma

Na*
Antibiético

® Figura 18. Bomba de eflujo de multiples farmacos y téxicos (MATE)
Fuente: elaboracién propia con base en datos de Gargao Curiao (2014)

Familia de casete de unién al ATP
(ABC, ATP binding cassette)

Esta familia presenta factores que dependen de la hidrdli-
sis del ATP (como se muestra en la figura 19) y utiliza la
energfa en los procesos de los mecanismos de resistencia
bacteriana. En ella se destacan tres condiciones a nivel
funcional: “los exportadores (clase I), los no involucrados
en transporte (clase II) y los importadores (clase III)”

(Céspedes, 2009, p.18).

Familia ABC

Membrana

Citoplasma

“ Antibiético

—® Figura 19. Bomba de casete de unién al ATP (ABC)
Fuente: elaboracién propia con base en datos de Garcao Curiao (2014)



Materiales y métodos

Para los ensayos de microtitulacién de biocidas fueron pro-
bados compuestos como cloruro benzalconio, cetrimide,
clorhexidina y triclosdn, y se utilizaron diferentes concen-
traciones de la sustancia del biocida. Las diluciones de cada
biocida se prepararon en un medio nutritivo liquido estéril
como tripticasa, soya o caldo infusién cerebro corazén.
A excepcién del triclosin que requiere dilucién inicial en
alcohol etilico de 96°, los demds biocidas se prepararon en
el medio. Las cepas de prueba fueron cultivadas mediante
incubacién en agitacién y alcanzaron en 18 horas el cre-
cimiento exponencial suficiente para obtener un recuento

celular estindar equivalente al patrén McFarland N° 0,5
(Cottell, ez al., 2009).

El montaje en las placas de microtitulacién tuvo un
volumen final de 200 ul por pozo. El inéculo bacteriano
correspondi6 a un volumen de 20 pl de la dilucién del
cultivo bacteriano en SS al 0,85 % en 180 pl de biocida
(estandarizando el recuento de células). Las diluciones
de biocidas que se propusieron para estos ensayos corres-
pondieron a a Cl1: 1 %, C2: 0,25 %, C3: 0.0025 %, C4:
0.00025 % y C5: 0,00025 %. Las cepas bacterianas se
aplicaron a las 5 concentraciones de biocidas, teniendo en
el templado de la placa controles para biocidas, medio BHI
(control de esterilidad) y control de crecimiento de cepas
(control de vitalidad) (figura 20).



# CEPA
CONCENTRACION

A (A(c1)c1)

B(c2)

C(c3)

D (c4)

E (c5)

F (control cepa)

G (control
Biocida)

H (control
caldo)

#1
1
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
plCepa
180 pl
C3+ 20
ulCepa
180 pl
C4+ 20
ulCepa
180 pl
C5+ 20
ulCepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
Ci 200
pl
180 pl
caldo
BHI

#2 #3
2 3
180pl 180 pl
C1 + C1 +
20 pl 20 pl
Cepa Cepa
180l 180 pl
C2+ 20 C2+ 20
plCepa plCepa
180 ul 180l
C3+20 C3+ 20
plCepa plCepa
180ul 180l
C4+20 C4+ 20
plCepa plCepa
180l 180 pl
C5+ 20 C5+ 20
ulCepa plCepa
180l 180l
caldo  caldo
BHI + BHI +
20 pl 20 pl
Cepa Cepa
Ci200 C1200
pl ul
180 pl
caldo
BHI

#4
4
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
plCepa
180 pl
C3+ 20
plCepa
180 pl
C4+ 20
pl Cepa
180 pl
C5+ 20
pl Cepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C1200
ul

#5
5
180 pl
1+
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
plCepa
180 pl
C3+ 20
ulCepa
180 pl
C4+ 20
ulCepa
180 pl
C5+ 20
ulCepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C2200
pl

#7
6
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
pl Cepa
180 pl
C3+ 20
pl Cepa
180 pl
C4+ 20
plCepa
180 pl
C5+ 20
ulCepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C2200
ul

#8
7
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
plCepa
180 pl
C3+ 20
pl Cepa
180 pl
C4+ 20
pl Cepa
180 pl
C5+ 20
ulCepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C3 200
ul

® Figura 20. Montaje microdilucién para

determinacion de tolerancia a biocidas
Fuente: Elaboraciéon propia

#9
8
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
plCepa
180 pl
C3+ 20
plCepa
180 pl
C4+ 20
ulCepa
180 pl
C5+ 20
pl Cepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C3200
ul

#10
9
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
plCepa
180 pl
C3+ 20
plCepa
180 pl
C4+ 20
ulCepa
180 pl
C5+ 20
ulCepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C4200
pl

#11
10
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
pl Cepa
180 pl
C3+ 20
pl Cepa
180 pl
C4+ 20
plCepa
180 pl
C5+ 20
ulCepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C4 200
ul

#12
1"
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
pl Cepa
180 pl
C3+ 20
pl Cepa
180 pl
C4+ 20
pl Cepa
180 pl
C5+ 20
ulCepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C5200
ul

#13
12
180 pl
C1 +
20 pl
Cepa
180 pl
C2+ 20
plCepa
180 pl
C3+ 20
ulCepa
180 pl
C4+ 20
ulCepa
180 pl
C5+ 20
pl Cepa
180 pl
caldo
BHI +
20 pl
Cepa
C5200
pl

Este procedimiento fue realizado en condiciones épti-
mas de esterilidad e incubado a 37°C por 24 horas. La
lectura de la tolerancia se basé en la determinacién de la
absorbancia de cada pozo de prueba, teniendo en cuenta la
lectura inicial de los controles: el control del medio debe
ser negativo, la lectura de la absorbancia debe ser <0,050,
que es considerado el blanco, y la del medio de cultivo
y crecimiento 0. De otra parte, se verific6 el control de
viabilidad para cada cepa que debe reportar crecimiento.
La lectura se realiz6 a 595 nm. Para los estudios del grupo
se trabajé con el equipo Imark — Biorad®. La lectura de
tolerancia se realizé calculando el resultado de la lectura
de la turbidez de cada pozo de prueba menos el control
de biocidas en cada dilucién. Se establecié un punto de
cohorte con absorbancias > a 0,500. Lecturas inferiores
muestran una actividad biocida.



Resultados

Ensayo con bacterias saprofitas
(Matriz carnicos)

La tolerancia reportada por las cepas de Gram negati-
vos a los cuatro biocidas ensayados mostré el 1,2 % de
cepas con intolerancia; es decir, no hubo crecimiento de
las cepas en la menor concentracién (<C5:0.00025 %).
Sin embargo, el triclosin (TC) fue el biocida en el que se
mostré mayor nimero de cepas intolerantes, seguido de
cloruro de benzalconio (BC), clorhexidina (CHX) vy, por
ultimo, cetrimide (CT). El 98,8 % mostraron tolerancia
principalmente en las concentraciones C5 (0,00025 %) y
C4 (0,0025 %). La concentracién con mayor tolerancia
de las cepas en estudio fue en la C4: la clorhexidina es el
biocida que muestra mayor niimero de cepas tolerantes. De
otro modo, la tolerancia en las concentraciones C1 y C2
fue poco frecuente.

La resistencia se determind principalmente en el triclosin y
el cloruro de benzalconio, que son biocidas que se han refe-
rido como los de mayor espectro de uso y se han utilizado
por mayor tiempo. Las cepas en estudio provienen de un
ambiente no expuesto a presién antibidtica o antimicro-
biana, sin embargo, se debe considerar que estos géneros
corresponden a microbiota proveniente posiblemente de la
manipulacién (sacrificio, preparacién en canal, transporte,
comercializacién) (figura 21).
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PERFILES DE TOLERANCIA A BIOCIDAS
Bacterias Gram negativas saprofitos - matriz: carnicos
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Concentraciones de biocidas
@ CETRIMIDE @ TRICLOSAN CLORURO DE BENZALCONIO CLORHEXIDINA

Figura 21. Tolerancia de biocidas a bacterias saprofitas
Gram negativas aislados de matriz de carnicos

Fuente: Tomado de Rosas-Leal, Lépez-Velandia,
Torres-Caycedo y Merchan (2019).

Los resultados muestran los perfiles de tolerancia frente a
los biocidas, probados en diferentes concentraciones. Los
géneros bacterianos crecieron principalmente en la con-
centracién C4, donde se colocaron los sapréfitos probados
para los géneros Escherichia, Enterobacter, Citrobacter,
Klebsiella y Serratia, que muestran tolerancia a los biocidas
CHX, BC, CT y en menor porcentaje TC en los otros
géneros Salmonella, Shiguella, Kluyvera, Proteus, Hafnia,
Burkholderia, Acinetobacter, Aeromonas. De otra parte, de
Plesiomonas, Tatumella, Providencia y Rabnella se present6
tolerancia en esta concentracién para los biocidas CT,
CHX y BC, excepto al triclosdn (figura 22 a la 26). La
tolerancia a CT se presenté principalmente en las concen-
traciones C5 y C4.
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Perfil de tolerancia a biocidas en cepas Enterobacter aislada de carnicos
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Figura 22. Perfil de tolerancia a biocidas género @
Enterobacter aislado de céarnicos.
Fuente: Tomado de Rosas-Leal, Lépez-Velandia,
Torres-Caycedo y Merchan (2019).

Perfil de tolerancia a biocidas en cepas Citrobacter aislada de carnicos
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Figura 23. Perfil de tolerancia a biocidas género @
Citrobacter aislado de carnicos.
Fuente: Tomado de Rosas-Leal, Lépez-Velandia,

Torres-Caycedo y Merchan (2019). ,] 2 7
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Perfil de tolerancia a biocidas en cepas Klebsiella aislada de carnicos
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® Figura 24. Perfil de tolerancia a biocidas del
género Klebsiella aislado de carnicos

Fuente: Tomado de Rosas-Leal, Lépez-Velandia,
Torres-Caycedo y Merchan (2019).

Perfil de tolerancia a biocidas en cepas Serratia aislada de carnicos
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® Figura 25. Perfil de tolerancia a biocidas del
género Serratia aislada de carnicos.

Fuente: Tomado de Rosas-Leal, Lépez-Velandia,
Torres-Caycedo y Merchan (2019).
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Perfil de tolerancia a biocidas en otras Gram negativa aislados de carnicos
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Figura 26. Perfil de tolerancia de otros géneros
de Gram negativos aislados de carnicos

Fuente: Tomado de Rosas-Leal, Lépez-Velandia,
Torres-Caycedo y Merchan (2019).

Ensayo con bacterias de aislados clinicos

Se expusieron 71 aislados clinicos que presentaron dife-
rentes perfiles de resistencia a sustancias antibidticas. Los
fenotipos relacionados fueron AmpC y BLEE. Los ensayos
se realizaron con la metodologia anteriormente expuesta.
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(1 0%)

23,9
423

* CLORURO DE BENZALCONIO 0,0

CLORHEXIDINA

0,0

CS

(0.25%) (0.025%) (0.0025%) (0.00025%)

1,4 15,5 49,3
7,0 19,7 15,5
0,0 0,0 84,5
1.4 0,0 62,0

Concentraciones de biocidas

Figura 27. Perfil de tolerancia a biocidas en Gram

negativos aislados del ambiente clinico

Fuente: Tomado de Rosas-Leal, Lépez-Velandia,

Torres-Caycedo y Merchan (2019).
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®  Figura 28. Perfil de tolerancia a biocidas del género

Klebsiella aislado del ambiente clinico

Fuente: Tomado de Rosas-Leal, Lépez-Velandia,

Torres-Caycedo y Merchan (2019).
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Perfil de tolerancia a biocidas en cepas Enterobacter aislada de ambiente clinico
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Figura 29. Perfil de tolerancia a biocidas del género @
Enterobacter aislada del ambiente clinico
Fuente: Tomado de Rosas-Leal, Lépez-Velandia,
Torres-Caycedo y Merchan (2019).

Discusion

Los géneros aislados de cdrnicos muestran bajos perfiles de
tolerancia a los cuatro biocidas probados CT, BC, CHX, y
TC. Es decir, se presenta crecimiento bacteriano en todos
los géneros de Gram negativos. Esta respuesta puede estar
mediada por mecanismos de susceptibilidad intrinsecos,
como la produccién de enzimas, expresién de bombas de
eflujo, cambios en la permeabilidad celular o capacidad
de produccién de biopeliculas y quorum sensing. En
el presente estudio se aislaron grupos en los que se han
reportado estas tolerancias aumentadas anteriormente, y
géneros bacterianos relacionados con formacién de bio-
films. Posiblemente, estos géneros han sido expuestos a la
presién microbicida proveniente de los ambientes que se
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generan en una cadena de produccién (Mah & O’Toole,
2001; Webber, 2003; Amaral et 2., 2014).

En todos los biocidas y géneros bacterianos, tanto en cdrni-
cos como en clinica, la concentracién que presenté mayor
tolerancia fue la 4 (0,0025 %), con resultados similares a
otros estudios (Lerma ez al., 2015 y Garrido ez al., 2015)
en los que se estudiaron psicréfilos y bacterias del género
Salmonella presentes en produccién de cdrnicos. Para los
aislados clinicos se puede observar similitud en la respuesta
de tolerancia en los biocidas cetrimida, cloruro de benzalco-
nio y clorhexidina con otros estudios que exploraron cepas
de Enterobacter multirresistentes (Boutarfi ez 2/. 2019).

El hallazgo de bacterias que presentan tolerancia a los
biocidas implica un riesgo potencial en las cadenas de
produccién y entornos de procesamiento de carnes. Este
incremento en la tolerancia se puede adquirir mediante la
exposicién a concentraciones de biocidas que no son letales
para la célula bacteriana o por la exposicién cruzada con
antibiéticos. En combinacién con las pricticas de desin-
feccion, el uso de antibiéticos como promotores o agentes
terapéuticos podria generar la coseleccién de bacterias

patégenas (Spellberg & Gilbert, 2014).

Los resultados de tolerancia en estas cepas que provienen
del ambiente de manipulacién son importantes porque el
mecanismo por el cual se genera el aumento de la tole-
rancia a las concentraciones de biocidas que se consideran
seguras pueden estar asociados a la presencia de elementos
genéticos. Ademds, al estar estas bacterias en un ambiente
de relacién zoondtica, podrian transmitirse algunos
géneros directamente a través de la cadena alimentaria.
Dichos géneros son patdgenos transmitidos por alimen-
tos, como Salmonella y Shiguella, que para este estudio
fueron aislados en bajo porcentaje y presentaron tolerancia
hasta C4, excepto con el triclosdn con el cual se inhibié



su crecimiento. Sin embargo, el potencial riesgo puede
ser para otros géneros, como se presenta en otros estudios

(Garrido et, al. 2015, Holah ez /., 2002,).

Las cepas multirresistentes del ambiente clinico mostraron
una tolerancia mayor que las cepas sapréfitas en las con-
centraciones C1, C2 y C3, principalmente para cetrimida
y triclosdn. Estas son respuestas similares a otros géneros
de bacterias de importancia clinica o involucradas como
etiologias infecciosas multirresistentes y en infecciones
recurrentes por colonizacién, dada la inhibicién del
efecto residual de estos compuestos. Asi como se muestra
en estas cepas multirresistentes, la tolerancia al triclosin
podria interpretarse como el mecanismo cruzado entre la
resistencia antibidtica y la tolerancia a sustancias biocidas.
Este mismo comportamiento se observé en los géneros de
Klebsiella y Enterobacter, ambos como géneros con mayor
porcentaje de aislamiento en los dos ambientes (Hughes &
Ferguson, 2017; D’Arezzo et al., 2012; Cottell ez al., 2009).

Conclusiones

Los ensayos realizados proporcionan informacién sobre
la respuesta de tolerancia a sustancias biocidas utilizadas
con frecuencia. El crecimiento en concentraciones del
1 %, especialmente con el triclosdn, tanto en los aislados
clinicos multirresistentes como con las bacterias sapréfi-
tas, evidencia que el aumento de la tolerancia a sustancias
microbicidas circula en ambientes diferentes.

En las muestras estudiadas se hallaron géneros comunes
como Klebsiella y Enterobacter, con respuesta similar a los
biocidas entre los ambientes “alimentario” y “clinico”, dado
que muestran porcentajes de tolerancia en la concentracién
C1, principalmente con el triclosin. Esto puede deberse a
que esta sustancia biocida ha sido una de las primeras en



usarse para el control del crecimiento bacteriano y en la
industria cosmética, lo que ha originado mayor exposicién
de la microbiota humana y ambiental.

En la produccién de los alimentos, especificamente de
los cdrnicos, confluyen muchos factores humanos, ani-
males y medioambientales que provocan la exposicién
a las sustancias biocidas, asi como tratamientos fisicos
que conllevan la adaptacién de los microorganismos a
las condiciones ambientales fluctuantes de temperatura,
concentraciones de carga orgdnica, humedad y procesos de
desinfeccién. Por eso, los saproéfitos llegan a presentar resis-
tencia al efecto biocida y por lo tanto pueden potenciar
otros determinantes.

Consideraciones éticas

Proteccién de personas y animales. Los autores decla-
ran que en este articulo no se realizaron experimentos
con animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que
los datos tuvieron un manejo ético y confidencial de la
informacién segiin las normas constitucionales y legales
sobre proteccién de datos personales (Ley habeas data).

Todos los datos analizados de los diferentes proyectos
fueron revisados y avalados por el Comité de Bioética
Institucional de la Universidad de Boyac.
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