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RESUMEN

Se denominan sistemas MDR (Multi Drug Resistance) a una serie de transportadores que son capaces de expulsar un amplio niumero de sus-
tratos no relacionados estructuralmente entre si. Este tipo de sistemas se describieron inicialmente en eucariotas a finales de los afios 1980,
pero cada vez se dispone de mas ejemplos de sistemas MDR bacterianos implicados en la resistencia a los antimicrobianos. La expresion de
estos sistemas MDR, al menos en condiciones de laboratorio, suele estar reprimida, aunque en ocasiones se permite una expresion inicial
del sistema, causante en parte de la elevada resistencia intrinseca a los antimicrobianos de ciertos microorganismos. Ademas, la sobreexpre-
sién de estos sistemas MDR, bien por la induccién de su expresion, bien como consecuencia de la aparicion de mutaciones en sus elemen-
tos reguladores, también es importante en la resistencia adquirida. En esta revision se han intentado resumir las caracteristicas mas impor-
tantes de los sistemas MDR descritos en bacterias gramnegativas, asi como los mecanismos que regulan su expresion.
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SUMMARY

The term MDR (Multi Drug Resistance) system refers to a group of transporters which are able to expulse a wide range of quite different sub-
strates. While this type of system was first described in eukaryotic cells in the late 1980s, the presence of MDR efflux-pumps in bacteria showing
resistance to several drugs has been increasingly reported in the literature. Under laboratory conditions the expression of these MDR systems
is usually down-regulated. On occasion, basal expression of these efflux pumps is allowed in wild type strains, thus suggesting a role of these
MDR systems in the intrinsic of these microorganisms resistance to antibiotics. On the other hand, overexpression of these MDR efflux pumps,
after induction or because of the emergence of mutations in their regulatory elements, is also important in acquired resistance to antibiotics.
This review summarizes the most relevant features of the MDR systems described in bacteria, as well as the mechanisms that regulate their
expression.
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INTRODUCCION

Las bacterias gramnegativas se caracterizan por ser in-
trinsecamente mas resistentes a los antimicrobianos que las
grampositivas. Tradicionalmente, esta elevada resistencia
intrinseca se atribuia a una menor permeabilidad debida a
la presencia de la membrana externa (1). La membrana ex-
terna de los gramnegativos actia como una barrera fisica
que retarda los mecanismos de difusién. Sin embargo, este
mecanismo por si solo no seria capaz de impedir la entrada
de los antimicrobianos. Fue a finales de la década de 1980
cuando se descubrieron los primeros sistemas de expulsion
activa en procariotas (tanto grampositivos como gramnega-
tivos (1). Estos, junto a la membrana externa, si podian jus-
tificar la resistencia intrinseca de estas bacterias.

Se denomina sistemas de multirresistencia (MDR) a
una serie de transportadores que son capaces de expulsar,
de forma relativamente inespecifica, un amplio nimero de
sustratos no relacionados entre si estructuralmente. Este ti-
po de transportadores se describid por primera vez en euca-
riotas. Se identific6 una proteina (glucoproteina P) que era
capaz de conferir resistencia a la terapia anticancerigena
mediante un mecanismo de transporte activo acoplado a la
hidrélisis de ATP (2).

Los primeros sistemas MDR descritos en bacterias fue-
ron QacA en Staphylococcus aureus (3) y EmrB en Escheri-
chia coli (4). Desde entonces, cada vez son mas los siste-
mas MDR identificados en bacterias, implicados tanto en
resistencia intrinseca como en resistencia adquirida. Ade-
mds, el andlisis de los genomas de los microorganismos
secuenciados parece indicar que este tipo de transportado-
res es ubicuo (5, 6). [Para una clasificacion de todos los
presuntos transportadores deducidos a partir de la secuen-
cia de 20 microorganismos (eucariotas y procariotas) se re-
comienda visitar la pagina web http://www-biology.ucsd.
edu/~ipaulsen/transport/].

Desde el descubrimiento de los sistemas MDR, una de
las incégnitas que se planted fue el mecanismo molecular
de reconocimiento entre transportador y sustrato. Se desco-
nocia cémo un unico transportador era capaz de expulsar
sustratos tan distintos estructuralmente y a la vez podia dis-
criminar entre sustratos y componentes celulares. La difi-
cultad que entrafa la purificacién y cristalizacién de las
proteinas de estos transportadores hace que atn no se co-
nozcan de un modo preciso las bases moleculares de la
interaccién de sustrato y transportador. Para avanzar en es-
te conocimiento se han obtenido mutantes dirigidos de dis-
tintos transportadores. Con estos estudios se ha identifica-
do una serie de residuos de aminodcidos cuya sustitucién
afecta a la funcién del transportador. Se ha visto que la pre-
sencia de residuos 4cidos (4cido aspartico o glutdmico)
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embebidos en un entorno altamente hidr6fobo como es la
membrana citoplasmatica es esencial para el reconocimiento
y el transporte de moléculas cargadas positivamente. Estos
residuos parecen formar parte de centros activos con alta
afinidad por este tipo de compuestos (7-13). Por otra parte,
recientemente se ha descubierto que la presencia de ciertos
residuos de arginina en el transportador QacA de S. aureus
(10) y de lisina en los transportadores MexB y MexF de
Pseudomonas aeruginosa, también es esencial para la fun-
cion de la proteina (11, 13).

Ademas del reconocimiento entre sustrato y transporta-
dor, otras incégnitas que se han planteado son la funcién
que cada una de las proteinas de los sistemas de bombeo
multicomponente desempefia durante el transporte, y el me-
canismo de ensamblado de estos sistemas.

En cuanto a la funcién de cada una de las proteinas,
Zgurskaya y Nikaido (14-16) han estudiado el mecanismo
molecular del sistema de bombeo de AcrAB-TolC de E. coli.
Este sistema multicomponente estd formado por tres pro-
tefnas:

— AcrB: proteina de la membrana interna perteneciente a
la familia de transportadores Resistance Nodulation cell
Division (RND).

— AcrA: proteina accesoria del espacio peripldsmico.
— TolC: porina de la membrana externa.

Los estudios realizados por estos autores indican que
las proteinas AcrA 'y AcrB interaccionan intimamente, mien-
tras que la asociacién de TolC al complejo AcrAB es tran-
sitoria (15). Ademas, cada vez se tienen mas indicios (14,
16) de que el papel de AcrA es poner en contacto las mem-
branas interna y externa durante el transporte (Fig. 1).

Por otra parte, los ensayos realizados (17) con transpor-
tadores quiméricos AcrB/MexB han puesto de manifiesto
que la regién comprendida entre los residuos T60-V612 de
ambos transportadores es esencial para su interaccidon con
el componente del espacio periplasmico (AcrA o MexA).
Ademads, también se ha demostrado que los dominios peri-
plédsmicos de los transportadores AcrB (E. coli) y MexD
(P. aeruginosa) son esenciales tanto para el ensamblado del
sistema multicomponente (18) como para el reconocimien-
to de los sustratos (17, 19).

También sigue siendo una incégnita la funcién bioldgi-
ca de este tipo de transportadores. El hecho de que sean
ubicuos y de que en el cromosona de una misma bacteria se
hayan identificado numerosos genes que codifican distin-
tos sistemas de transporte (5, 6), indica que la expulsién de
farmacos debe ser un efecto colateral de la funcién princi-
pal para la que se han seleccionado. De este modo, se ha
especulado que estén implicados en mecanismos generales
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Figura 1. Mecanismo de accion de los sistemas de expulsion multicomponente de gramnegativos. Modelo propuesto por Zgurskaya y Nikaido (15, 17).
A: Disposicién de los componentes del sistema de bombeo en reposo. B: Disposicion de los componentes del sistema durante el transporte. Segun este
modelo, la proteina de fusion de membrana (AcrA) tendria como funcién poner en contacto las proteinas de las membranas interna (AcrB) y externa (TolC).

de destoxificacion. Se podria atribuir esta funcién al siste-
ma AcrAB de E. coli, que expulsa sales biliares (20), y a
los sistemas cuya expresion es mayor en fases tardias del
crecimiento y bajo estrés de fase estacionaria, por ejemplo
MexAB-OprM de P. aeruginosa (21, 22).

También se ha sugerido que estos sistemas pudieran es-
tar implicados en la sefializacidn intercelular. Se sabe que
los sistemas MexAB-OprM (23, 24) y MexEF-OprN (25)
de P. aeruginosa son capaces de expulsar el autoinductor
del sistema de sefializacién de quorum sensing 3-oxo-C, ,-
homoserin lactona (C12-HSL). Otro dato que refuerza la
hipétesis anterior es el descubrimiento en P. aeruginosa de
una quinolona autoinductora del sistema de quorum sen-
sing. Esta nueva molécula se ha denominado Pseudomonas
Quinolone Signaling (PQS) (26). La importancia de este
descubrimiento estriba en que las fluoroquinolonas, que son
antibidticos sintéticos, son sustratos preferenciales de los
sistemas MDR (27, 28). Por lo tanto, cabria la posibilidad
de que dichos sistemas MDR tuvieran como funcién origi-
nal la expulsién de quinolonas naturales. De momento, esta
hipétesis no ha sido analizada.

Dada la repercusion que los sistemas MDR tienen en la
resistencia a los antimicrobianos (son ubicuos, confieren
resistencia intrinseca, tienen un amplio nimero de sustra-
tos, favorecen la aparicion de mutantes con elevados gra-
dos de resistencia, etc.), cada vez son mayores los esfuer-
zos invertidos en la bisqueda de posibles inhibidores.

Los primeros inhibidores de sistemas MDR que se des-
cubrieron fueron la reserpina y el carbonilcianuro de m-clo-
rofenilhidrazona (CCCP). Ambos compuestos actian blo-
queando la obtencién de la energia necesaria en el trans-
porte. La reserpina actda inhibiendo la actividad ATPasa y
el CCCP desacoplando el gradiente de protones.

Estos inhibidores se han utilizado en el laboratorio para
la caracterizacion de sistemas MDR de grampositivos (re-
serpina y CCCP) y gramnegativos (CCCP). Aunque se ha
visto que la reserpina, ademds de inhibir el transporte, tam-
bién es capaz de disminuir la emergencia de mutantes resis-
tentes (29, 30), su elevada toxicidad (al igual que en el caso
del CCCP) hace inviable cualquier aplicacion terapéutica.

Recientemente se han identificado nuevos inhibidores
MDR que potencian la actividad del ciprofloxacino en
S. aureus (31), del levofloxacino en P. aeruginosa (32) y del
norfloxacino en Acinetobacter baumannii'y Stenotrophomo-
nas maltophilia (33), a la vez que previenen la aparicion de
mutantes resistentes (31, 32). Quizas estos nuevos inhibido-
res si puedan utilizarse en clinica.

CLASIFICACION DE LOS
TRANSPORTADORES MDR PROCARIOTAS

Los sistemas MDR descritos en procariotas pertenecen
a cinco familias de proteinas transportadoras:

Superfamilia ABC (ATP Binding Cassette) (34).
— Superfamilia MFS (Mayor Facilitator Superfamily) (35).

— Superfamilia RND (Resistance Nodulation cell Division)
(36).
— Familia SMR (Small Multidrug Resistance) (7).

— Familia MATE (Multidrug and Toxic compound Extru-
sion) (37).

En la Tabla 1 se detallan los transportadores MDR maés
representativos de cada una de las familias, asi como sus
caracteristicas mas destacadas.
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Tabla 1. Clasificacion de los transportadores MDR.

Transportador Organismo Sustratos Ref.
Superfamilia ABC
Glucoproteina P Mamiferos Cationes metilicos, péptidos ciclicos y lineales, lipidos, hormonas esteroideas, 2)
alcaloides, colchicina y actinomicina D, entre otros
LmrA L. lactis Similar al de la glucoproteina P 37
Superfamilia MFS
QacA S. aureus Cationes lipofilicos monovalentes y divalentes y algunos antimicrobianos (10)
(fluoroquinolonas, cloranfenicol)
NorA S. aureus Antimicrobianos (fluoroquinolonas, clororanfenicol), detergentes y cationes lipofilicos (39, 117)
(bromuro de etidio)
TetA E. coli Tetraciclina (40)
EmrB* E. coli Tetraclorosalicilanilido, tiolactomicina (4, 118)
MdfA E. coli Cationes lipofilicos (bromuro de etidio, tetrafenilfosfonio, rodamina (40, 119)
y benzalconio), antimicrobianos (tetraciclina, rifampicina, cloranfenicol y
eritromicina) e isopropil beta D-tiogalactopirandsido (IPTG)
MdtD E. coli Desconocidos (42, 43)
EmrY* E. coli Desoxicolato (68)
LmrP L. lactis Cationes lipofilicos (bromuro de etidio, Hoechst 33342, tetrafenilfosfonio) (44)
Bmr B. subtilis Similar a NorA (fluoroquinolonas, detergentes, etc.) (45, 115)
Blt B. subtilis Similar a NorA (fluoroquinolonas, detergentes, etc.) (115, 120)
Superfamilia RND
AcrB * E. coli Sales biliares y sus derivados, naranja de acridina, tetraciclina, eritromicina, dcido (15, 47)
fusdrico, novobiocina, dodecil sulfato sédico (SDS), desoxicolato y mitomicina C
AcrF* E. coli Igual que AcrB (15, 47)
AcrDy*? E. coli Aminoglucédsidos (amikacina, gentamicina, neomicina, kanamicina y tobramicina), (48, 72)
tetraciclina, acido nalidixico, norfloxacino, novobiocina, SDS y desoxicolato
MdtB/MdtC* E. coli Desoxicolato y novobiocina (42, 43)
YhiV* E. coli Desoxicolato, doxorubicina, rodamina, eritromicina, cristal violeta, (68)
benzalconio y SDS
MtrD* N. gonorrhoeae Antimicrobianos (eritromicina, rifampicina, azitromicina), detergentes ani6nicos, 49)
péptidos antimicrobianos, sales biliares, hormonas esteroideas
y otros compuestos hidrofébicos
FarB* N. gonorrhoeae Acidos grasos de cadena larga (oleico, linolénico y palmitico) (76)
MexB* P. aeruginosa Antimicrobianos (fluoroquinolonas, betalactamicos, tetraciclina, macrélidos, (50, 70)
cloranfenicol, novobiocina, trimetoprima, sulfamidas), triclosan,
solventes organicos, detergentes, inhibidores de la biosintesis de dcidos grasos,
C12-HSL
MexD* P. aeruginosa Fluoroquinolonas, macrélidos, cloranfenicol, novobiocina, tetraciclina, (51, 70)
trimetoprima, betalactdmicos (excepto carbapenemes) y triclosan
MexF* P. aeruginosa Fluoroquinolonas, cloranfenicol, trimetoprima y triclosan (52)
MexY* P. aeruginosa Aminoglucésidos, tetraciclina, eritromicina y fluoroquinolonas (53, 70)
MexK* P. aeruginosa Triclosan, tetraciclina y eritromicina (54)
SmeE* S. maltophilia Tetraciclina, cloranfenicol, fluoroquinolonas, macrélidos y novobiocina (55)
SmeB* S. maltophilia Aminoglucésidos, fluoroquinolonas y, en menor medida, betalactdmicos (56)
Familia SMR
Smr S. aureus Cationes lipofilicos (cristal violeta, bromuro de etidio, tetrafenilfosfonio, 7
compuestos de amonio cuaternario), detergentes y tetraciclina
EmrE E. coli Cationes lipofilicos (bromuro de etidio y paraquat) )
Familia MATE
NorM V. parahaemoliticus Fluoroquinolonas, kanamicina y estreptomicina (57, 58)
YdhE E. coli Igual que NorM 57

*Forman parte de un sistema de transporte multicomponente.
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Superfamilia ABC

A esta superfamilia pertenecen diversos transportadores
de farmacos, azidcares, aminodcidos, cationes metalicos, pép-
tidos, etc. Como se deduce del nombre de la superfamilia,
todos los transportadores son dependientes de la hidrélisis
de ATP. Son transportadores tipo ABC el sistema MDR
LmrA de Lactococcus lactis (38) y su homoélogo humano la
glucoproteina P (2).

Superfamilia MIFS

Dentro de la superfamilia MFS se han identificado va-
rias subfamilias implicadas en el transporte de farmacos. A
dos de ellas, DHA12 [con doce segmentos transmembrana
(TMS)] y DHA14 (con catorce TMS) pertenecen los siste-
mas QacA (3) y NorA (39) de S. aureus, TetA (40), EmrB
(4), MdfA (41) y MdtD (42, 43) de E. coli, LmrP de L. lactis
(44) y Bmr de Bacillus subtilis (45).

A diferencia de la superfamilia ABC, los transportado-
res MFS son dependientes de la fuerza protén motriz.

Superfamilia RND

De esta superfamilia, s6lo una de las familias parece
participar en el transporte de fairmacos. A ella pertenecen la
mayoria de los transportadores MDR de las bacterias gram-
negativas (46): AcrB (47), ActD (4), MdtB y MdtC (42,
43) de E. coli, MtrD (49) de Neisseria gonorrhoeae, MexB
(50), MexD (51), MexF (52), MexY (53) y MexK (54) de
P. aeruginosa,y SmeE (55) y SmeB (56) de S. maltophilia,
entre otros.

Estas proteinas se caracterizan por poseer doce TMS y
estar acopladas al potencial de membrana. En otro aparta-
do de esta revision se comentan las caracteristicas y la or-
ganizacion génica de los sistemas RND de las bacterias
gramnegativas mas importantes desde el punto de vista de
la resistencia a los antimicrobianos, asi como sus mecanis-
mos de regulacién.

Algunos transportadores de las superfamilias ABC, MFS
y RND forman parte de sistemas multicomponente asocia-
dos a proteinas de fusion de membrana (MFP) y a factores
de membrana externa (OMF) durante la expulsion de los
sustratos (46). En este sentido, EmrAB-TolC y AcrAB-TolC
de E. coli, MexAB-OprM de P. aeruginosa, MtrCDE de
N. gonorrhoeae y SmeDEF de S. maltophilia constituyen
cuatro ejemplos de sistemas multicomponente implicados
en la resistencia a los antimicrobianos.
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Familia SMR

Esta familia contiene una serie de pequefias proteinas
con cuatro TMS que, acopladas al potencial de membrana,
expulsan antimicrobianos y detergentes, entre otros com-
puestos. Pertenecen a esta superfamilia los transportadores
Smr de S. aureus (7) y EmrE (o MvrC) de E. coli (9).

Familia MATE

Se han encontrado proteinas de esta familia de trans-
portadores en procariotas, levaduras y plantas. Estas pro-
teinas constan de doce TMS (37) y las dos que se han ca-
racterizado en procariotas funcionan intercambiando molé-
culas de sustrato por iones Na* (57). A esta superfamilia
pertenece NorM de Vibrio parahaemoliticus (58) y su ho-
mobloga YdhE identificada en E. coli (58). Aunque el nu-
mero de sustratos no es idéntico para NorM e YdhE, ambas
confieren resistencia a ciertas quinolonas, kanamicina y es-
treptomicina (57).

SISTEMAS TRANSPORTADORES
DE FARMACOS RND
EN BACTERIAS GRAMNEGATIVAS

Como ya se ha mencionado, la mayoria de los transpor-
tadores MDR de gramnegativos pertenecen a la superfami-
lia RND (46). Este tipo de sistemas suele ser la causa de la
resistencia intrinseca de estos microorganismos a los anti-
microbianos. Por otra parte, su sobreexpresioén contribuye
también a la resistencia adquirida.

La regulacién de la expresion de los primeros sistemas
de bombeo caracterizados en gramnegativos (AcrAB, Mtr-
CDE, MexAB, etc.) es similar. Generalmente, su expresion
estd regulada por la accién de una proteina represora local,
y la aparicién de un fenotipo de multirresistencia se debe a
mutaciones en los genes reguladores locales (59-65). Recien-
temente se ha visto que algunos de estos sistemas MDR
también estin regulados por activadores globales (por ejem-
plo MarA, Rob, SoxS y MtrA) (66). También se han carac-
terizado sistemas MDR regulados por activadores locales
(67) y por sistemas de transduccion de sefiales de doble com-
ponente (42, 43, 56, 68). La regulacién de la expresion de
estos sistemas se tratard con mas detalle en otro apartado.

Caracteristicas y organizacién génica
de los sistemas RND
mas importantes de gramnegativos

La presencia de la membrana externa en gramnegativos
ha condicionado la estructura de los sistemas RND. Para que
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el transporte sea efectivo es necesario atravesar la membrana
citoplasmadtica, el espacio peripldsmico y la membrana ex-
terna. Esto se consigue mediante un sistema de bombeo mul-
ticomponente que suele estar constituido por tres proteinas
(Fig. 1): una proteina transportadora (RND) en la membra-
na interna que esta acoplada al potencial de membrana, una
proteina de fusién de membrana (MFP) y una porina en la
membrana externa (OMF). Generalmente, los tres compo-
nentes estan codificados en genes adyacentes formando par-
te de un operdn. Sin embargo, en ocasiones la porina puede
transcribirse de forma independiente y asociarse a mas de
un sistema de bombeo; tal es el caso de TolC de E. coli (42,
68, 69), OprM de P. aeruginosa (54, 70), MtrE de N. gono-
rrhoeae (71) y, posiblemente, SmeC de S. maltophilia (56).

En los siguientes apartados se resumen las caracteristi-
cas de los sistemas MDR de gramnegativos mejor estudia-
dos. En la Fig. 2 se muestra un esquema de la organizacién
génica de todos ellos.

Sistemas Acr de E. coli

En E. coli se han caracterizado tres transportadores Acr
(ACRidine resistance): AcrAB, AcrEF (47) y AcrD (43).
AcrAB y AcrEF son los sistemas de bombeo mas impor-
tantes de este microorganismo desde el punto de vista de la
resistencia a los antimicrobianos. Recientemente se ha vis-
to que AcrD, que en un principio se pensé que Unicamente
conferia resistencia a los aminoglucésidos (48), también es
capaz de expulsar un amplio nimero de sustratos (72).

Los sistemas AcrAB y AcrEF estdn formados por una
proteina transportadora de la superfamilia RND (AcrB/AcrF)
y una proteina de fusiéon de membrana (AcrA/AcrE). Am-
bos sistemas se transcriben formando un operén (47) cuya
expresion esta reprimida por el producto de un gen regula-
dor (acrRy acrS, respectivamente) localizado corriente arri-
ba y en la cadena complementaria de los genes del operén
(59, 73) (Fig. 2). A diferencia de los anteriores, el transpor-
tador AcrD no forma parte de un operdn, ni por el momen-
to se ha identificado su gen regulador local (48) (Fig. 2).
Mais adelante se comentaran algunos aspectos de la regula-
cién de estos sistemas MDR.

Los sistemas AcrAB y AcrEF funcionan asociados a la
porina TolC, que se transcribe de forma independiente. Co-
mo ya se ha mencionado, parece que la funcién de la pro-
teina AcrA es poner en contacto las proteinas AcrB y TolC
para llevar a cabo la expulsion de los compuestos (14, 16)
(Fig. 1).

En cuanto a la cantidad de compuestos que estos siste-
mas pueden expulsar, parece que el sustrato natural de
AcrAB lo constituyen las sales biliares, ya que es por este
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sustrato y por sus derivados (taurocolato y glucocolato) por
los que el sistema tiene mayor afinidad (15). También son
sustratos de estos sistemas el naranja de acridina, la tetra-
ciclina, el cloranfenicol, la eritromicina, el dcido fusérico,
la novobiocina, el dodecil sulfato sédico (SDS), el desoxico-
lato y la mitomicina C.

El transportador AcrD, por si solo, confiere resistencia
a los aminoglucésidos (amikacina, gentamicina, neomicina,
kanamicina y tobramicina) (48) y, quizas formando parte
de un sistema multicomponente, a la tetraciclina, el acido
nalidixico, el norfloxacino, la novobiocina, SDS y el deso-
xicolato (48, 54, 72).

De forma andloga, en P. aeruginosa se ha descrito la
existencia de un sistema RND bicomponente (54). Este sis-
tema, que se ha denominado MexJK, es capaz de conferir re-
sistencia al biocida triclosan, pero necesita a la porina OprM
para expulsar antimicrobianos (54).

A la vista de sus resultados y de los obtenidos por otros
autores (48), Chuanchuen y cols. (54) han propuesto clasi-
ficar los transportadores RND en tres categorias:

1) Sistemas monocomponente, integrados por una proteina
de la membrana interna (por ejemplo AcrD) (48), que
permite la expulsion de téxicos hidréfilos (por ejemplo
aminoglucdsidos).

2) Sistemas de dos componentes, integrados por una proteina
de la membrana interna y una proteina de fusién de mem-
brana (MFP) (por ejemplo MexJK) (54), que permiten el
transporte de toxicos anfipaticos (por ejemplo triclosan).

3) Sistemas de tres componentes, integrados por una pro-
teina de la membrana interna, una MFP y una porina
(por ejemplo MexJK-OprM) (54), que son capaces de
expulsar la mayoria de los t6xicos anfipdticos y lipdfilos
(por ejemplo eritromicina, tetraciclina, desoxicolato, qui-
nolonas, etc.).

Sistemas YhiUV y MdtABC de E. coli

Recientemente se han caracterizado dos nuevos siste-
mas de bombeo de firmacos en E. coli: YhiUV (68) y
MdAtABC (Multiple Drug Transport) (42, 43). YhiUV con-
fiere resistencia a desoxicolato, doxorubicina, rodamina, eri-
tromicina, cristal violeta, benzalconio y SDS (72), y MdtABC
a desoxicolato y novobiocina (42, 43).

Las proteinas YhiU y MdtA pertenecen a la familia
MFP y YhiV, y MdtB y MdtC a la superfamilia RND. Se
ha visto que MdtB y MdtC se disponen formando hetero-
multimeros con un rango de sustratos ampliado respecto al
homomultimero MdtC (42).
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Figura 2. Organizacion génica de los sistemas de bombeo RND. En el esquema se muestran los genes de los reguladores y de los componentes estructu-
rales de los sistemas de bombeo més representativos de los gramnegativos. Las proteinas pertenecientes a la misma familia de transportadores se repre-
sentan con flechas del mismo tipo. Los reguladores, independientemente de la familia a que pertenezcan, se representan con flechas verdes (activadores)
o rojas (represores). Con flechas negras se sefialan las fosforilasas sensoras que forman parte de los sistemas de doble componente. Con el simbolo O se
indica la activacion ejercida a distancia por los reguladores evgA y mtrR.El gen acrD codifica un transportador RND de aminoglucésidos (48) de E. coli.
Aungue aun no se ha demostrado, se cree que necesita asociarse a proteinas MFP y OMF para conferir resistencia a toxicos hidréfobos (48, 54). El gen
mdtD, con linea discontinua, codifica una proteina transportadora de la superfamilia MFS que, aunque forma parte del operdn, no esta implicada en el
fenotipo de resistencia (42, 43). Aunque el gen to/C no forma parte de ninguno de estos operones, la porina TolC se asocia a los sistemas de bombeo
AcrAB, AcrEF (69), EmrKY (EmrY es un transportador MFS), YhiUV (68) y MdtABC (42) de E. coli. El gen mtrE forma parte del operon mtrCDE; sin embar-
go, MtrE también se asocia al sistema de bombeo FarAB de N. gonorrhoeae (76). De igual forma, la porina OprM codificada por el operon mexABoprM
de P aeruginosa también se asocia a los sistemas de bombeo MexXY (53, 80) y MexJK (54).
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Ambos sistemas se transcriben formando sendos opero-
nes (Fig. 2) y, al igual que AcrAB y AcrEF, son depen-
dientes de la porina TolC (42, 68). Quiza lo mas importan-
te de estos sistemas de bombeo es que son los primeros sis-
temas RND descritos en E. coli que estan regulados por un
sistema de doble componente (42, 43, 68). Al igual que en
el caso anterior, la regulacion de estos sistemas se comen-
tard mds adelante.

Sistemas Mtr y Far de N. gonorrhoeae

En N. gonorrhoeae se han caracterizado dos sistemas
RND: Mtr (Multiple Transferable Resistance) (74, 75) y
Far (Fatty Acid Resistance) (76).

El sistema Mtr expulsa numerosos compuestos hidré6fo-
bos, entre los que se encuentran ciertos antimicrobianos
(eritromicina, rifampicina y azitromicina), detergentes ani6-
nicos, péptidos antimicrobianos, sales biliares y hormonas
esteroideas (74). El sistema Far s6lo confiere resistencia a
acidos grasos de cadena larga (oleico, linolénico y palmiti-
co) (76).

Algunas de las sustancias que expulsan Mtr y Far (por
ejemplo sales biliares, hormonas esteroideas, péptidos anti-
microbianos y dcidos grasos de cadena larga) generalmen-
te se encuentran en las mucosas que infecta este microor-
ganismo. Por esta razoén, ciertos autores consideran que es-
tos sistemas de bombeo son factores de virulencia de N. go-
norrhoeae, pues permiten la supervivencia de la bacteria y
el establecimiento de la infeccién (71).

Los sistemas Mtr y Far estan codificados en los opero-
nes mtrCDE (77) y farAB (76) (Fig. 2).

Los genes mtrC y farA (71) codifican proteinas de fu-
siéon de membrana (MFP), mtrD y farB transportadores de
la superfamilia RND, y mtrE una proteina de membrana
externa (OMF).

Estos dos sistemas se encuentran estrechamente rela-
cionados y comparten tanto la porina MtrE como el regula-
dor MtrR (71). Més adelante se comentardn algunos aspec-
tos de la regulacion de la expresion de MtrCDE y FarAB.

Sistemas Mex de P. aeruginosa

La secuenciacién del genoma de P. aeruginosa ha pues-
to de manifiesto la existencia de genes que codifican hasta
doce presuntos transportadores de la superfamilia RND (6).
Por el momento, en este microorganismo se han caracteri-
zado bioquimicamente cinco sistemas de multirresistencia
(Multidrug EffluX pump): MexAB-OprM (50), MexCD-
OprJ (51), MexEF-OprN (52), MexXY (53) y MexJK (54).

Sistemas MDR y resistencia a los antimicrobianos 179

MexAB-OprM estd implicado en resistencia intrinseca
a diversos antibidticos (fluoroquinolonas, betalactimicos,
tetraciclina, macrolidos, cloranfenicol, novobiocina, trime-
toprima, sulfonamidas). También expulsa triclosan, solven-
tes organicos, detergentes, inhibidores de la biosintesis de
4cidos grasos (70), una homoserin lactona (C12-HSL) auto-
inductora del sistema de quorum sensing (23, 24) y parece
que también ciertos determinantes de virulencia (78). El
grado de resistencia a los compuestos toéxicos que son sus-
trato de la bomba es mucho mayor en los mutantes (nalB 'y
nalC) que sobreexpresan este sistema.

Los mutantes que sobreexpresan MexCD-OprJ (nfxB)
son resistentes practicamente a los mismos antibiticos que
los mutantes nalB (fluoroquinolonas, macrélidos, cloranfe-
nicol, novobiocina, tetraciclina, trimetoprima, betalactami-
cos y triclosan). Sin embargo, estos mutantes son hipersen-
sibles a los betalactimicos carbenicilina y aztreonam y a
los aminoglucésidos (70).

La sobreexpresion de MexEF-OprN (mutantes nfxC)
confiere resistencia a fluoroquinolonas, cloranfenicol, tri-
metoprima, triclosdn e imipenem (a este dltimo por una dis-
minucién en la sintesis de la porina OprD) (52). Recien-
temente se ha visto que este sistema, al igual que MexAB-
OprM, también expulsa autoinductores del sistema de se-
fnalizacién de quorum sensing (25). Estos mutantes, al igual
que los nfxB, también son hipersensibles a los betalactami-
cos y los aminoglucésidos (70).

El sistema MexXY estd implicado en resistencia intrin-
seca inducida por la presencia del sustrato (79) a amino-
glucésidos, tetraciclina y eritromicina (80). Ademads, se han
encontrado mutantes altamente resistentes a aminoglucési-
dos y fluoroquinolonas (70) que sobreexpresan este sistema.

La sobreexpresion del sistema MexJK confiere resis-
tencia a triclosan, tetraciclina y eritromicina (54).

Como se ha mencionado antes, los mutantes nfxB y
nfxC son hipersensibles a los aminoglucésidos y a los beta-
lactdmicos. En este sentido, se ha visto que la sobreexpre-
sién de MexCD-OprJ (mutantes nfxB) tiene como conse-
cuencia una disminucién en la expresion de la betalactama-
sa AmpC y del sistema MexAB-OprM (70). Por otra parte,
dado que la resistencia a los aminoglucésidos se debe en
gran medida a MexXY (70), quizés su expresién también
esté disminuida en dichos mutantes. Este y otros datos (81)
sugieren que la expresion de los sistemas MDR en P. aeru-
ginosa debe estar coordinada de tal modo que en ningtin
momento se supere un flujo determinado.

La organizacion génica de todos los sistemas Mex de
P. aeruginosa es similar (Fig. 2). Los genes mexA, mexC,
mexE, mexX y mexJ codifican proteinas MFP; mexB, mexD,
mexF, mexY y mexK transportadores RND; y oprM, oprJ'y
oprN proteinas OMF (50-54).
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El sistema MexXY, que carece de porina propia, se aso-
cia a OprM (53, 79, 80). Ademds, se ha demostrado que
OprM también puede reemplazar a Oprl, y viceversa (82,
83), y a OprN (84). Incluso TolC (de E. coli) y SmeC (de
S. maltophilia) pueden, respectivamente, acoplarse a MexCD
y MexAB (56, 85). En cambio, la interaccién de las protei-
nas codificadas en los dos primeros genes del oper6n es
especifica (70).

El sistema MexJK, recientemente descrito en P. aerugi-
nosa, posee una caracteristica que le distingue del resto de
los sistemas RND caracterizados hasta el momento en este
microorganismo, ya que, tal como se ha comentado ante-
riormente, MexJK puede acoplarse a la porina OprM (al igual
que MexXY) o actuar como un sistema RND de sélo dos
componentes (54), aunque se requiere la asociaciéon MexJK-
OprM para el transporte de tetraciclina y eritromicina. Sin
embargo, la sobreexpresion de MexJK por si sola parece
ser suficiente para conferir resistencia a ciertas sustancias
anfipéticas (por ejemplo triclosdn) (54).

Corriente arriba del primer gen de cada uno de los ope-
rones se han identificado los genes reguladores locales:
mexR (62), nfxB (86), mexT (67), mexZ (80) y mexL (54).
Los genes mexR, nfxB, mexZ y mexL codifican represores
transcripcionales y se localizan en la hebra complementaria
a los genes del operén. El gen mexT codifica un activador
transcripcional y se localiza en la misma hebra (67).

Recientemente se ha purificado (87) y cristalizado (88)
el regulador MexR y se ha visto que se une en forma de
dimeros a dos sitios de la regién intergénica mexR-mexA
(87). Esta secuencia operadora (mexQO) (87) tiene homo-
logia con las repeticiones invertidas a las que se unen los
dimeros del regulador de E. coli MarR (marO) en la regién
intergénica marR-marA (89). marA es el primer gen del
operén marAB (Multiple Antibiotic Resistance) y codifica
el activador global MarA. Sobre él volveremos a hablar
posteriormente.

De todos los sistemas MDR caracterizados en P. aerugi-
nosa, parece que MexAB-OprM es el tnico que se expresa
de forma constitutiva (al menos en condiciones de labora-
torio) en las cepas silvestres (70). Sin embargo, tanto in
vivo (64, 90) como in vitro (51, 54, 62, 67, 79, 91), se han
encontrado mutantes multirresistentes de P. aeruginosa que
sobreexpresan alguno de los sistemas de bombeo antes des-
critos.

En otro apartado se comentaran algunos aspectos de la
regulacién de estos sistemas MDR.

Sistemas Sme de S. maltophilia

En S. maltophilia se han caracterizado hasta el momen-
to dos sistemas RND implicados en multirresistencia a
antibiéticos: SmeDEF (55) y SmeABC (56).
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Ambos sistemas Sme (Stenotrophomonas Multidrug
Efflux) son diferentes tanto desde el punto de vista de la
regulacién como de la resistencia que confieren.

El sistema SmeDEF parece estar implicado tanto en
resistencia intrinseca (92) como adquirida (55, 93, 94) a los
antibidticos. En este sentido, se ha demostrado la sobreex-
presion de este sistema de bombeo en aislamientos clinicos
de S. maltophilia resistentes a los antibiéticos (94).

SmeDEF confiere resistencia a tetraciclina, cloranfeni-
col, quinolonas, macrélidos y novobiocina. Sin embargo,
no confiere resistencia a los aminoglucésidos (kanamicina,
amikacina, gentamicina, estreptomicina, tobramicina), lo que
indica que esta familia de antibiéticos no es sustrato de la
bomba (92, 93).

El sistema SmeABC, a diferencia del anterior, no se
expresa en las cepas silvestres, por lo que no parece estar
implicado en resistencia intrinseca (92). En cambio, la so-
breexpresion de la proteina SmeC es capaz de conferir un
fenotipo de multirresistencia a aminoglucésidos, quinolo-
nas y betalactdmicos. Sin embargo, la resistencia a beta-
lactdmicos en estos mutantes, m4s que a un incremento en
el transporte del antibidtico parece deberse a una sobreex-
presién concomitante de betalactamasas (56). Por otra par-
te, aunque en estos mutantes multirresistentes se sobreex-
presan los tres genes del operdn, la delecién de los genes
smeA 'y smeB (a diferencia de la de smeC) no parece tener
ningun efecto sobre el fenotipo de multirresistencia (56).

Siguiendo la norma general de este tipo de transporta-
dores, smeDEF y smeABC se transcriben formando opero-
nes (55, 56) (Fig. 2) en los cuales el primer gen, smeD/
smeA, codifica una proteina de fusién de membrana (MFP),
smeE/smeB codifica un transportador de la superfamilia
RND y smeF/smeC una proteina de la membrana externa
(OMF).

Por otra parte, se ha visto que smeC puede transcribirse
a partir de su propio promotor, y que ademads es capaz de
reemplazar funcionalmente a OprM en un mutante nalB
A oprM de P. aeruginosa (56). Este dato, junto con el hecho
de que la inactivacidn de smeA y smeB no afecta a la resis-
tencia a los antimicrobianos, indica que SmeC debe aco-
plarse a otro sistema RND para conferir el fenotipo de mul-
tirresistencia (56).

Los genes que regulan la expresion de SmeDEF y Sme-
ABC se localizan corriente arriba y en la hebra comple-
mentaria de los genes del operdén. En el caso de SmeDEF
se ha identificado un gen, smeT, que codifica el regulador
transcripcional del sistema de bombeo (95). Se han identi-
ficado mutaciones en este regulador SmeT en mutantes
multirresistentes, clinicos y de laboratorio, que sobreexpre-
san SmeDEF (96, 97).
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La expresion de SmeABC estd regulada positivamente
por el sistema de doble componente SmeSR. El gen smeS
codifica para una fosforilasa sensora y el gen smeR para un
regulador de respuesta (56). Este tipo de regulacion se co-
mentard brevemente en otro apartado.

Regulacién de la expresion
de los sistemas RND en gramnegativos

La regulacién de la expresién de sistemas de bombeo
ha de ser muy fina para evitar los posibles efectos negati-
vos que una desregulacidn podria tener sobre la fisiologia
bacteriana. Por esta razon, ademas de estar sometidos a una
regulacion local (activadora o represora) por proteinas co-
dificadas en genes adyacentes a los del sistema de bombeo,
su expresion debe estar controlada por otros factores. Es
l6gico pensar que se activen en presencia de su sustrato
natural, pero se desconoce la funcién real de la mayoria de
estos transportadores y, aunque se ha visto que son capaces
de expulsar una amplia variedad de compuestos, de mo-
mento no se han identificado los sustratos naturales en la ma-
yoria de los casos. Por otra parte, cada vez se estan encon-
trando més ejemplos de regulacion de sistemas MDR me-
diada por factores de transcripcion globales (66).

A continuacion se describen los mecanismos que regu-
lan la expresién de estos sistemas.

Regulacion por medio de un represor local

Por lo general, la expresion de este tipo de sistemas se
encuentra reprimida por el producto de un gen regulador
localizado corriente arriba del primer gen del operén y en
la hebra complementaria. Este tipo de regulacién es el me-
jor estudiado. En la mayoria de los casos, el producto del gen
represor puede unirse a la regién intergénica reprimiendo la
transcripcion tanto de los genes del operén como la suya
propia. En ocasiones esta represion no es total, sino que
permite una expresion basal del sistema de bombeo rela-
cionada con resistencia intrinseca a los antimicrobianos
(95, 98, 99).

Estan regulados por la accidn de un represor local (Fig.
2) los sistemas AcrAB (59) y AcrEF (73) de E. coli, Mtr-
CDE de N. gonorrhoeae (70), MexAB-OprM (87), Mex-
CD-Opr]J (51, 100), MexXY (80) y MexJK (54) de P. aeru-
ginosa, y SmeDEF de S. maltophilia (95, 96).

Generalmente, la aparicién de fenotipos de multirresis-
tencia estd asociada a la presencia de mutaciones en los
genes reguladores locales o en sus regiones promotoras.
Asi, se han encontrado mutaciones en los reguladores acrR
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y acrS (101), mtrR (60, 61), mexR (mutantes nalB) (64,
65), nfxB (51, 86), mexL (54) y smeT (95-97).

Sin embargo, la regulacién de estos sistemas no es tan
simple como parece. Citaremos algunos ejemplos:

— Se ha observado que Neisseria meningitidis, al igual que
N. gonorrhoeae, contiene el operén mtrCDE (71). En
numerosos aislamientos clinicos que no sobreexpresan
el sistema de bombeo se han encontrado mutaciones sin
sentido en el gen regulador mtrR que deberian originar
un fenotipo de multirresistencia (71). Esto no ocurre de-
bido a la existencia de una insercién de 154-159 pb
(102) en el promotor de m#rR que reprime la transcrip-
cion del operén (71). De este modo, la expresion de
MtrCDE se encuentra reprimida aunque el represor local
sea afuncional.

— Por otra parte, se han encontrado mutantes de P. aerugi-
nosa que sobreexpresan el sistema de bombeo MexAB-
OprM, pero que no llevan mutaciones ni en el gen mexR
ni en su regién promotora. A estos mutantes se les ha
denominado nalC (103).

— También en P. aeruginosa se ha demostrado que la dele-
cién del regulador mexZ, aunque lleva consigo la sobre-
expresion del sistema MexXY, no confiere por si sola un
fenotipo de multirresistencia (70).

Regulacién por medio de un activador local

Hasta el momento sélo se ha identificado este tipo de
regulacion en el sistema MexEF-OprN de P. aeruginosa. El
activador local, denominado mexT (67), se localiza en la
misma hebra y corriente arriba de los genes del operdén
(Fig. 2).

El sistema MexEF-OprN no se expresa en condiciones
normales de laboratorio. Sin embargo, tanto in vivo (104)
como in vitro (67) se han aislado mutantes nfxC que sobre-
expresan este sistema.

Se han descrito tres tipos de genes mexT silvestres (105)
que a su vez originan tres tipos de mutantes nfxC: tipo I,
tipo Il y tipo III.

En los mutantes nfxC tipo I, la sobreexpresion del siste-
ma MexEF-OprN tiene lugar como consecuencia de la apa-
ricion de mutaciones en el gen mexT silvestre (inactivo),
que permiten que se sintetice una proteina MexT activadora.

En los mutantes nfxC tipo II, el gen silvestre codifica
una protefna inactiva como consecuencia de la presencia de
una insercién de ocho pares de bases en el gen mexT. La
forma activa de la proteina MexT se obtiene por la delecién
de estos ocho pares de bases.
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En los mutantes nfxC tipo III no se ha hallado ninguna
diferencia entre las secuencias de los genes mexT silvestre
y multirresistente. Por lo tanto, debe haber otro gen regula-
dor ademas de mexT. Se ha propuesto la existencia de un
presunto gen supresor (mexS) (105) como diana de estos
mutantes nfxC tipo III.

Segun esta hipétesis, en los mutantes tipo I y tipo II el
gen supresor mexS estarfa inactivo (105), de modo que para
reprimir la expresién del operén también seria necesario
inactivar el gen mexT. Esta inactivacién tendria lugar me-
diante la adquisicién de mutaciones concretas en el caso del
tipo I e inserciones de ocho pares de bases en el del tipo II.

Por lo tanto, la sobreexpresion de MexEF-OprN en los
mutantes nfxC tipo I y tipo II sélo seria posible si revirtieran
las mutaciones que inactivaron previamente el gen mexT.
En cambio, en los mutantes tipo III, dado que el gen mexT
no estd mutado, la aparicién de mutaciones en el presunto
gen mexS permitiria la sobreexpresion de MexEF-OprN.

La frecuencia relativa de aparicién de cada uno de los
tres tipos de mutantes nfxC parece apoyar esta hipdtesis
(105).

Por otra parte, MexT reprime la expresion de la porina
OprD tanto transcripcional como postranscripcional (67).
OprD es una proteina de membrana externa que facilita la
entrada por difusion de aminodcidos basicos, pequefios
péptidos y antimicrobianos tipo carbapenemes (70). Esta
represion de la expresion de OprD hace que los mutantes
nfxC, ademas de ser resistentes a los compuestos expul-
sados por el sistema MexEF-OprN (52), lo sean también al
imipenem (91).

Recientemente se ha demostrado que el represor local
(MtrR) del sistema MtrCDE de N. gonorrhoeae también
actda como activador del sistema de multirresistencia RND
FarAB (71). Sin embargo, dada la distancia existente entre
los genes mtrR y farA quizas no serfa correcto hablar de
activacion local.

Activaciéon por medio de un sistema
de doble componente

En las bacterias, los sistemas de transduccion de sefia-
les de doble componente estan integrados por una fosfori-
lasa (por ejemplo VanS, BaeS), que recibe los estimulos
activadores, y un regulador de respuesta (por ejemplo VanR,
BaeR), que se activa mediante fosforilacién (106).

Se sabia que la resistencia a la vancomicina en los mi-
croorganismos grampositivos Enterococcus spp.y S. pneu-
moniae esta regulada por un sistema de doble componente
(vanSR) (107, 108). Recientemente también se ha identifi-
cado este tipo de regulacién en los sistemas de bombeo
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multiple de farmacos NorA de S. aureus (109), YhiUV,
EmrKY (68) y MdtABC (42, 43) de E. coli, y SmeABC de
S. maltophilia (56).

Hasta el momento, en gramnegativos se han caracteri-
zado tres sistemas de regulacién de doble componente
implicados en multirresistencia: EvgSA 'y BaeSR en E. coli
y SmeSR en S. maltophilia.

EvgA (regulador de respuesta) activa la expresién de
los sistemas EmrKY y YhiUV (68). El operén emrKY se
localiza corriente abajo y en la hebra complementaria del
operdn regulador evgSA. En cambio, en el caso del operén
yhiUV, la activacion se ejerce a distancia (Fig. 2). Sobre
este regulador volveremos mas adelante.

BaeR activa la expresion de MdtABCD (42, 43) y de
otros genes de funcién desconocida (43). A diferencia del
caso anterior, los operones baeSR (regulador) y mdtABCD
se localizan uno a continuacién del otro (Fig. 2) y se trans-
criben de forma convergente.

SmeR activa la expresién de los operones smeABC 'y
smeSR (autoactivacion). Por homologia con otros regulado-
res, se cree que es posible que SmeR también active el gen
de la betalactamasa L2 (55). El operdn regulador smeSR se
localiza corriente arriba y en la cadena complementaria del
oper6n que codifica el sistema de bombeo (Fig. 2).

Aunque se han encontrado mutantes MDR que sobre-
expresan estos sistemas, no se han hallado mutaciones en
ninguno de estos reguladores que justifiquen dicha sobre-
expresion. Por lo tanto, la posible mutacién debe encon-
trarse en algtn otro regulador de la cascada de activacion.

Reguladores globales

Como se dijo al comienzo de esta seccidn, la expresion
de los sistemas MDR ha de estar perfectamente regulada.
La desregulacién de estos sistemas podria ser nefasta para
la célula de forma directa, como consecuencia de la altera-
ci6on de la integridad de la membrana (por la presencia de
una cantidad excesiva de porinas), e indirecta, por un lado
como consecuencia del gasto energético que comporta la
sobreexpresion de sistemas de transporte activo y por otro
por la expulsién de metabolitos esenciales para la célula.

Todos estos sistemas se encuentran regulados localmen-
te por proteinas codificadas en genes adyacentes al operén
(en los apartados anteriores se han presentado algunos
ejemplos de la regulacion local de sistemas MDR). Sin em-
bargo, datos recientes indican que muchos de estos siste-
mas también se encuentran regulados globalmente (66).

Estos reguladores globales se activan en general en si-
tuaciones de estrés bacteriano (por ejemplo entrada en fa-
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se estacionaria, choque osmético, choque térmico, cambio
de pH, estrés oxidativo, etc.) e inducen la expresién de nu-
merosos genes, entre ellos algunos que codifican la sintesis
de sistemas de transporte multiple de fairmacos. En este
sentido, se ha descrito que el activador global de E. coli
MarA (codificado por el gen marA) activa la expresion de
al menos sesenta genes (110). Entre los genes activados por
MarA se encuentran los del operén acrAB (59, 110). Sin
embargo, la activacién de AcrAB en respuesta al estrés ge-
neral es independiente de los reguladores globales MarA y
SoxS (y también del regulador local AcrR) (59). Por el
momento se desconoce qué regulador global estd implica-
do en esta activacién de AcrAB en respuesta al estrés, pero
se cree que puede ser algin homoélogo (o varios) de los
anteriores (59).

El gen marA forma parte del operén marAB, que junto
con los genes marR y marC constituyen el locus regulador
mar (Multiple Antibiotic Resistance) (111). Los genes marC
y marB codifican proteinas de funcién desconocida, y marR
codifica el represor local del operén (MarR) (111). Ademas
de la induccidn fisiolégica de AcrAB mediada por MarA, se
ha visto que mutaciones en el gen represor de marA (marR)
originan un fenotipo de multirresistencia en E. coli asocia-
do a la sobreexpresion del sistema AcrAB-TolC (66) en
ausencia de mutaciones en AcrR. Este hecho demuestra
que la funcién del regulador local de AcrAB (AcrR) es
modular la activacién de la expresion del sistema de bom-
beo mediada por reguladores globales (59).

Ademds de MarA se han identificado otros tres regula-
dores globales de E. coli implicados en la activacién de
AcrAB: SoxS, Rob (59) y SdiA (112). SoxS y Rob activan
la expresién del operén AcrAB, tanto de forma directa
como mediada por MarA (59). En cuanto a SdiA, no estd
claro su mecanismo de accién. Se ha visto que en mutantes
con delecion del sistema AcrAB también induce resistencia
a ciertos antimicrobianos (112). Se han propuesto dos posi-
bilidades: que ademds de activar la expresion de AcrAB ac-
tive también la de otros sistemas MDR, o que, de un modo
similar al regulador BmrR de B. subtilis, actiie secuestran-
do antimicrobianos (112).

Por otra parte, pese a que en un principio se pensé que
EvgA (regulador de respuesta del sistema de doble compo-
nente EvgSA) (Fig. 2) era el regulador especifico de los sis-
temas de bombeo EmrKY y YhiUV de E. coli (68), recien-
temente se ha visto que EvgA es en realidad un regulador
global de respuesta que induce la expresién de al menos 37
genes en este microorganismo (113). Entre los genes acti-
vados por EvgA figuran algunos relacionados con resisten-
cia a 4dcidos y con expulsion activa de antimicrobianos, y
21 genes de funcién desconocida (113).
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La regulacién de sistemas de multirresistencia por
medio de reguladores globales se ha descrito también en
Otros microorganismos:

— En B. subtilis se ha demostrado que el activador global
Mta activa la expresion de Bmr y Blt (114), dos sistemas
de multirresistencia de B. subtilis homo6logos a NorA (115).

— En S. aureus, 1a expresion del sistema de multirresisten-
cia MFS NorA parece estar regulada por una presunta
proteina de 18 kD. La unién de esta proteina de 18 kD
al promotor de norA parece ser dependiente del sistema
de regulacion global de doble componente ArIRS (109).

— En N. gonorrhoeae se ha descrito que el regulador glo-
bal MtrA es necesario para que el sustrato TriténX-103
active la transcripcion (independientente de MtrR) del
operén mtrCDE. De momento se desconoce si este efec-
to tiene lugar por la activacién directa de MtrCDE (71).

— En P. aeruginosa, tanto la induccién del sistema MexAB-
OprM en fase estacionaria (21, 22) como la aparicién de
mutantes nalC (103) sugieren que la regulacién de este
sistema, al igual que en los casos descritos, también de-
be obedecer a reguladores globales. En este sentido, se
ha observado la existencia de un regulador global (MvaT)
(116) implicado en la regulacién por fase de crecimien-
to de la expresion de una serie de genes controlados por
quorum sensing. Se ha visto que MvaT impide que estos
genes se expresen en fase exponencial de crecimiento,
previniendo de este modo una posible activacién tem-
prana de su expresidn que podria tener lugar, por ejem-
plo, como consecuencia de una cantidad anormalmente
alta de autoinductor (116).

De todos estos datos se puede deducir que, probable-
mente, los reguladores locales de los sistemas MDR son los
encargados de modular la accidn ejercida por los regulado-
res globales (66).
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