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RESUM

Els microorganismes han desenvolupat diversos mecanismes per resistir els efectes toxics
dels agents antibacterians. Entre aquests es troba la disminucié de I'acumulacié de 1’agent anti-
bacteria a I'interior del bacteri, la qual cosa pot ésser deguda a la disminucié de la permeabilitat
de la membrana externa en els bacteris gramnegatius i a la sobrexpressié de sistemes d’expul-
sid activa en ambdds tipus de bacteris, gramnegatius i positius. En bacteris gramnegatius la
interacci6 entre aquests dos mecanismes és el que probablement es déna amb més freqiiencia.
Els sistemes d’expulsi6 activa s’han dividit en diferents families segons llur arquitectura mole-
cular, mecanisme d’acci6, requeriments energetics i especificitat de substrat. Aquests sistemes
d’expulsi6 activa s’han de considerar com a potencials dianes terapeutiques, ja que llur inhi-
bici6 restauraria l'activitat antibacteriana. Aixi doncs, una possible nova estrategia terapeutica
seria el desenvolupament d’inhibidors d’aquests sistemes d’expulsié activa, que serien admi-
nistrats conjuntament amb 1’agent antibacteria que es veuria afectat pel sistema d’expulsio.

Paraules clau: bombes d’expulsid, resisténcia, agents antibacterians.

SUMMARY

Microorganisms have developed several mechanisms to resist toxic effects from antibacterial
agents; among them we found decrease in drug accumulation, which can be due to a decrease
of permeability in Gram-negative bacteria or/and to an increased expression of one or more
efflux pumps in both Gram-negative and Gram-positive bacteria. Among Gram-negative bac-
teria the interplay between both mechanisms is frequently found. Active efflux systems can be
distributed in several families, depending on their molecular architecture, mechanism of ac-
tion, energetic requirements and substrate specificity. Those active efflux systems have been
considered as potential therapeutic targets, since their inhibition can restore antibacterial agent
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activity. Therefore, a possible new therapeutic strategy would be found in development of ef-
flux pumps inhibitors, which would be administered together with the antibacterial agent.
Keywords: Efflux pumps, resistance, antibacterial agents.

INTRODUCCIO

La coberta cellular bacteriana proporciona
al bacteri la forma i rigidesa necessaries per
resistir la pressié osmotica generada per 1'e-
levada concentracio intracellular de ions, me-
tabolits i macromolécules. A més, constitueix
una barrera enfront de certes substancies toxi-
ques i biologiques. A les figures 1a i 1b s’ob-
serva l'estructura de la coberta cellular d’un
bacteri grampositiu i d'un gramnegatiu. En
un bacteri grampositiu la coberta cellular esta
constituida fonamentalment pel peptidoglica,
mentre que la coberta d'un bacteri gramnega-
tiu es caracteritza per la presencia d 'una mem-
brana externa i un espai periplasmatic, que es
troba delimitat per la membrana citoplasmati-
caila membrana externa. El peptidoglica esta
immers en aquest espai. La membrana exter-
na és una bicapa lipidica molt asimetrica. A
la monocapa externa hi ha proteines i lipopo-
lisacarid, mentre que a la monocapa interna
el lipopolisacarid és substituit per fosfolipids
i lipoproteines. El resultat és una membrana
amb una fluidesa menor que la membrana ci-
toplasmatica. Entre altres components de la
membrana externa dels bacteris gramnegatius
destaquen unes proteines anomenades pori-
nes. Es tracta de trimers que generen canals
que permeten el pas de substancies, regula-
des per un complex mecanisme genetic que
respon a la concentracié de soluts al medi. En
bacteris grampositius, a part del peptidogli-
ca un altre component de la coberta cellular
és l'acid teicoic, que és un polimer de glice-
rol fosfat o ribitol fosfat amb diversos sucres o
aminoacids com a substituents. Aquest sem-
bla estar unit al peptidoglica o bé a un glicoli-
pid de la membrana citoplasmatica.

Finalment, la membrana citoplasmatica dels
bacteris és molt semblant a la tipica bicapa li-

pidica d’altres céllules. No obstant aixo, hi ha
diferencies importants: per exemple, la mem-
brana citoplasmatica bacteriana és excepcio-
nalment rica en proteines, el cromosoma bac-
teria s’hi troba unit, i desenvolupa un paper
important en la segregacié de cromosomes
naixents durant la divisié cellular. Conté, tam-
bé, el sistema complet de transport d’electrons
de la cellula i proteines involucrades en el
transport actiu i selectiu de soluts i en I'excre-
cié de proteines i altres compostos a 1’exteri-
or.

QUE ES UN SISTEMA
D’EXPULSIO ACTIVA?

Els microorganismes han desenvolupat di-
versos mecanismes per resistir els efectes to-
xics dels antimicrobians (vegeu la figura 2),
entre els quals es troba la disminucié de I’acu-
mulacié de I'antibiotic a I'interior bacteria, la
qual cosa pot ésser deguda a diferents factors,
tals com una disminucié en la permeabilitat
de la membrana externa a l’agent antibacteria
en el cas dels bacteris gramnegatius i la so-
brexpressié de sistemes d’expulsié activa en
ambdods tipus de bacteris, gramnegatius i po-
sitius. No obstant aix0, sembla que per si sola
la disminuci6é de la permeabilitat no és sufi-
cient perque l’agent antibacteria no assoleixi
I'acumulacié a l'interior del bacteri, sind que
només hi ha un retard en l'entrada d’aquest
(Nikaido, 1994). Avui dia, la funcié natural
d’aquests sistemes d’expulsié activa encara
és una incognita, i entre altres hipotesis s’ha
especulat que podrien estar implicats en me-
canismes de destoxicaci6 i que l'expulsi6 de
farmacs seria un efecte collateral. Hom coneix
que aquests sistemes eviten sobretot 1'accié
d’aquells antimicrobians que actuen al cito-



SISTEMES D’EXPULSIO ACTIVA I LLUR RELACIO AMB LA RESISTENCIA ALS AGENTS ANTIBACTERIANS 51

I Mﬂﬂﬂﬂﬂ%ﬂﬂﬂﬂﬂﬂmm

Lipoproteina Espai
d’ancoratge

........... Lipopolisacarid

periplasmatic

Peptidoglica

W ﬁﬁﬁﬁ@ﬁmﬁmﬁﬁm mﬁmﬁm Membrana
WM O

FiGura 1.

plasma bacteria, i ho fan expulsant 1’antibio-
tic fora de la cellula abans que aquest pugui
exercir la seva funcié. El 1978 va sorgir una
primera hipotesi de I’existencia d’aquests me-
canismes amb la descripcié de proteines de
transport en bacteris gramnegatius als quals
s’unien els antimicrobians (proteines descrites
en E. coli capaces d’expulsar tetraciclina fora
del citoplasma cellular). Des d’aquest desco-
briment el paper dels sistemes d’expulsié com
a mecanisme de resistencia als diversos anti-
microbians ha estat explorat i caracteritzat, i
s’ha arribat a la conclusi6 que aquests sistemes
sén comuns a la majoria de bacteris patogens i
que sén responsables de 1’expulsié d’antibio-
tics i altres toxines fora de les cellules bacteri-
anes, i asseguren aixi llur supervivencia (Nel-
son, 2002). Mentre les propietats moleculars
d’aquestes proteines d’expulsi6 i llur especi-
ficitat de substrat estan tot just comencgant a
comprendre’s en la majoria de generes bacte-
rians, incloent-hi E. coli i P aeruginosa, podem
assumir raonablement que la majoria d’anti-
microbians i xenobiotics poden veure’s afec-
tats per aquests sistemes, i aix0 els comporta
certa inutilitat per al tractament de malalties
infeccioses.

Alternativament, podem considerar aques-
tes bombes d’expulsié com atractives dianes
terapeutiques, ja que llur inhibici6 restauraria
l'activitat antibacteriana als substrats expul-
sats.
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a) Coberta cellular d’un bacteri gramnegatiu. b) Envolta ceHular d’un bacteri grampositiu.

En general, el sistema d’expulsi6 activa en
bacteris grampositius consta d’una tinica pro-
teina situada a la membrana citoplasmatica
que es troba acoblada al potencial de membra-
na o obtenint I'energia mitjangant la hidrolisi
de I’ATP. En bacteris gramnegatius la majo-
ria de sistemes d’expulsi6 activa que afecten
agents antibacterians estan acoblats al poten-
cial de membrana i estan constituits per tres
proteines, tot i que hi ha excepcions, com hom
veura a la segiient seccié. Aquestes tres prote-
ines s6n: una proteina transportadora integra-
da a la membrana citoplasmatica, una porina
situada a la membrana externa i una altra pro-
teina que actua com a nexe d'uni6 entre les
altres dues i que es troba situada a 'espai pe-
riplasmatic.

TIPUS DE SISTEMES D’EXPULSIO
ACTIVA I LLUR RELACIO

AMB LA RESISTENCIA A DIVERSOS
AGENTS ANTIMICROBIANS

Les proteines d’expulsié activa han estat
subdividides en diferents families, segons llur
arquitectura molecular, els mecanismes d’ac-
cio, els requeriments energetics i la constitucié
bioquimica. Aquestes proteines es troben en
quasi tots els microorganismes i llur paper
com a mecanisme de resisténcia a antimicro-
bians esta tot just essent elucidat. Aixi, per
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1) Impermeabilitat de membrana. 2) Hidrolisi de I’antibiotic. 3) Sobreexpressi6 de sistemes

d’expulsi6 activa. 4) Canvi conformacional a la proteina diana.

exemple, s’espera que bacteris potencialment
patdgens puguin contenir combinacions de
proteines d’expulsié pertanyents a les dife-
rents families. Existeixen diferents tipus de
bombes d’expulsié (Putman et al., 2000) (ve-
geu la figura 3):

a) Bombes que sén especifiques de subs-
trat i, per tant, confereixen resisténcia a un
Unic agent antimicrobia (p. ex.: les bombes
que expulsen tetraciclina, que pertanyen a la
familia MFS). Normalment aquestes es troben
codificades per gens que viatgen en transpo-
sons integrats en plasmidis conjugatius (Lo-
movskaya i Watkins, 2001).

b) Bombes inespecifiques de substrat i
que, per tant, s'anomenen fransportadors de
muiltiples agents antimicrobians (MDR, de 1’an-
gles multi-drug resistance), poden conferir re-
sistencia a diferents components antibacteri-
ans no relacionats estructuralment. Normal-
ment es troben codificades per gens que

formen part del cromosoma bacteria (Lo-
movskaya i Watkins, 2001).

A més, segons els criteris estructurals i bi-
oenergetics aquests sistemes es divideixen en
dos grups majoritaris (Putman et al., 2000):

a) Transportadors de muiltiples antimi-
crobians del tipus ABC, els quals utilitzen
I'energia que prové de la hidrolisi de I’ATP per
expulsar els antimicrobians fora de la cellula.

b) Transportadors secundaris de multi-
ples antimicrobians, els quals expulsen 1’an-
tibiotic fora de la cellula a través d'un inter-
canvi de protons o de ions sodi. De bombes
d’aquests tipus tenim les de la familia RND,
SMR, MFS i MATE (aquesta subdivisi6 esta fe-
ta segons la mida que presentin i segons llur
estructura primaria i secundaria).

Aixi, tenim diferents families relacionades
amb l'expulsié activa i aquestes es dividei-
xen en (Putman et al., 2000; Borges-Walmsley
i Walmsley, 2001; Nelson, 2002):
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a) MFS (de I'angles major facilitator super-
family): aquesta familia de transportadors esta
formada per proteines que presenten dotze
o catorze segments transmembranosos (a la
membrana citoplasmatica) i utilitzen el flux de
protons com a font d’energia. Aquest tipus
de transportadors sén presents tant en bac-
teris grampositius com gramnegatius i també
en cellules eucariotes. En els bacteris gram-
negatius aquests sistemes es poden associar a
una proteina de fusi6 de membrana (MFP, de
I'anglés membrane fusion protein) i a una pro-
teina de membrana externa (OMP, de I'angles
outer membrane protein), que forma un canal,
per tal de translocar els antimicrobians a tra-
vés de la membrana interna i externa, i els
expulsa fora de la céllula. Cal esmentar, pero,
que el veritable paper de les MFP és encara
desconegut, encara que podrien actuar com
una proteina de canal capag de translocar els
agents antimicrobians entre el transportador
de membrana interna i la proteina de mem-
brana externa. Una altra hipotesi alternativa
seria que les MFP empenyen les dues prote-
ines a la vegada, de manera que el transpor-

periplasmatic

Membrana
citoplasmatica

Classes de sistemes d’expulsi6 activa.

tador de membrana interna passaria directa-
ment I’antibacteria a la proteina de membrana
externa (Borges-Walmsley i Walmsley, 2001).
Els principals substrats quimics d’aquest ti-
pus de bombes sén principalment agents an-
timicrobians, colorants d’amoni quaternari i
ions fosfor. I els bacteris hoste sén princi-
palment (entre parentesi trobem alguns dels
transportadors d’aquesta familia descrits en
el génere bacteria): Mycobacterium (Tet V, Tap,
LfrA), Lactobacillus (LmzP), Staphylococcus (Tet
K, NorA, Qac A iB), Bacillus (Blt, Bmr i Bmr 3),
Escherichia (Tet A, BiE, Bcr, Emr Bi D, MdfA),
Streptococcus (PmrA), Vibrio (VceB) i Coryne-
bacterium (Cmr).

b) RND (de l'angles resistance-nodulati-
on cell division family). L'estructura d’aquests
transportadors és més llarga que els que for-
men part de la familia MFS, perd6 només
presenten dotze segments transmembranosos
(encara que posseeixen uns dominis periplas-
matics i extracitoplasmatics entre les helixs 1-
2,7 i 8 molt més llargs). Aquests transporta-
dors, tal com els transportadors del tipus MFS,
també es troben associats a les MFP i a les
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proteines de membrana externa i utilitzen el
flux de protons com a font d’energia. Aquest
tipus de transportadors només s’ha descrit
en bacteris gramnegatius; no s’han trobat en
bacteris grampositius ni en cellules eucario-
tes. Els principals substrats quimics d’aquest
tipus de bombes sén principalment agents
antimicrobians, acids grassos, detergents i
colorants basics. I els bacteris hoste sén princi-
palment: Escherichia (AcrB, AcrF, YhiV), Pseu-
domonas (MexB, MexD, MexF, MexY), Neis-
seria (MtrD), Haemophilus (HIO895 =~ AcrB),
Burkholderia (Ceo B, AmrB), Stenotrophomonas
(SmeB i SmeE) i Acinetobacter (AdeB).

c) SMR (de I'angles small multidrug resis-
tance family). En aquesta familia els transpor-
tadors sén molt més petits que els de les fa-
milies MFS i RND, ja que normalment estan
formats per quatre fragments transmembra-
nosos. També utilitzen el flux de protons com
a font d’energia. Només presenten el trans-
portador a la membrana citoplasmatica, no es
troben associats a cap MFP. S"han descrit tant
en bacteris grampositius com gramnegatius,
perd no en cellules eucariotes. Els principals
substrats quimics d’aquest tipus de bombes
son principalment agents antimicrobians, an-
tiseptics d’amoni quaternari, etidis i tetrafenil-
fosfats. I els bacteris hoste s6n principalment:
Moycobacterium (Mmr), Staphylococcus (Qac G,
H i Smr), Bacillus (EbrA i B, YkkC i D) i Esche-
richia (EmrE, TehA).

d) MATE (de l'angles multidrug and toxic
compound extrusion family). En aquesta fami-
lia els transportadors estan formats per dotze
segments transmembranosos i utilitzen el flux
de protons com a font d’energia. S’han trobat
tant en bacteris grampositius com gramnega-
tius. Els principals substrats quimics d’aquest
tipus de bombes sén principalment colorants,
fluoroquinolones hidrofiliques i aminoglico-
sids. I els bacteris hoste sén principalment:
Haemophilus, Vibrio (NorM), Bacillus (PmrA) i
Escherichia (Ydhe).

e) Transportadors del tipus ABC (de I'an-
gles ATP-binding cassette). Aquests sén trans-

portadors que utilitzen com a font d’energia
ATP i presenten multiples segments trans-
membranosos. Es troben tant en cellules euca-
riotes com procariotes (tant en bacteris gram-
positius com gramnegatius). Tenim com a
membres: MDR1 huma, que és una P-glico-
proteina de resisténcia a multiples antibiotics,
i els transportadors de resisténcia multiple en
humans associats a la proteina MRP1 (MRP).
Els principals substrats quimics d’aquest ti-
pus de bombes sén principalment ionofors,
alcaloides d’etidi i fosfolipids. I els bacte-
ris hoste sén principalment: Mycobacterium,
Staphylococcus (MsrA), Lactobacillus (LmrA)
i Escherichin (MsbA, MdIA, MdIB, CydC,
CydD).

f)  PET (del’angles putative efflux transport-
er family). Aquests transportadors han estat
trobats recentment en bacteris i en cellules eu-
cariotes, pero llur paper en la resistencia a
agents antimicrobians no ha estat encara es-
tablert.

REGULACIO DEL SISTEMES
D’EXPULSIO ACTIVA

La majoria d’aquests sistemes d’expulsié
activa, a més d’estar sotmesos a una regulacié
local (repressora o activadora) per proteines
codificades en gens adjacents als del mateix
sistema, poden tenir 'expressié controlada a
altres nivells. Seria logic pensar que s’activen
en presencia de llur substrat natural; no obs-
tant aix0, hom desconeix la funcié real de la
majoria d’aquests sistemes d’expulsié i, tot i
que hom ha vist que sén capagos d’expulsar
una amplia varietat de compostos, fins ara no
s’han identificat els substrats naturals en la
majoria del casos. Podriem dir que existeixen
quatre sistemes de regulacio:

a)  Regulacié mitjangant un repressor local. E1
gen que codifica la proteina que actua com
a repressor esta localitzat cap amunt del pri-
mer gen de l'operé. En algunes ocasions la
repressio no és total, sin6 que permet una ex-
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pressié basal que pot estar relacionada amb
la resistencia intrinseca basal a alguns agents
antibacterians. Entre els diferents operons que
codifiquen sistemes d’expulsi6 activa que es
troben regulats per un repressor local trobem
els sistemes AcrAB en E. coli (Ma et al., 1996)
i MexAB-OprM en R aeruginosa (Evans et al.,
2001) (vegeu la figura 4). Generalment, 1'a-
parici6 de fenotipus de multiresisténcia esta
associada a la preséncia de mutacions als gens
reguladors locals o en llurs regions promoto-
res (Jellenritter i Kern, 2001; Ziha-Zarifi et al.,
1999; Adewoye et al., 2002).

b)  Regulacié mitjangant un activador local.
Fins avui només s’ha identificat aquest tipus
de regulaci6 a 1’operé mexEF-oprN de P aeru-
ginosa. L'activador local (mexT) esta localitzat
cap amunt dels gens de l'oper6 (Kohler et al.,
1999) (vegeu la figura 4).

c) Activacié mitjancant un sistema de doble
component. En general, aquests sistemes de do-
ble component que vehiculen la transduccié
de senyals estan constituits per una fosforila-
sa que rep els estimuls activadors i un regu-
lador de la resposta que s’activa mitjangant
fosforilaci6é. Un d’aquests sistemes de doble
component descrits en la bibliografia cientifi-
ca és I'EvgSA. EvgA és la proteina reguladora
de la resposta i activa els sistemes d’expulsié
activa EmrKY i YhiUV en E. coli (Nishino i
Yamaguchi, 2002). L'oper6é emrKY es localitza
cap avall de I'oper6 regulador evgSA, mentre
que, en el cas de I'oper6 yhiUV, I’activaci6 s’e-
xerceix a distancia (vegeu la figura 4).

d)  Reguladors globals. Grkovic et al. (2001)
han indicat que la majoria de sistemes suara
esmentats podrien estar regulats globalment.
Aquests reguladors globals s’activen en situa-
cions d’estrés bacteria (estres oxidatiu, estres
osmotic, xoc térmic, etc.) i regulen positiva-
ment i negativament l'expressié d'un ampli
nombre de gens, entre els quals n'hi ha alguns
que codifiquen sistemes d’expulsi6 activa. En
E. coli 'activador global MarA (codificat pel
gen marA) regula l'expressié tant positiva com
negativa d’almenys seixanta gens (Barbosa i

Levy, 2000) (vegeu la figura 4). Entre aquests
gens es troba 1'operd acrAB. A més de MarA,
s’han identificat tres reguladors globals en E.
coli implicats en 'activacié d’acrAB. Aquests
s6n SoxS, Rob (Ma et al., 1996) i SdiA (Rahma-
ti et al., 2002)

IMPORTANCIA CLINICA
DE LA SOBREEXPRESSIO
DE SISTEMES D’EXPULSIO ACTIVA

Com ha estat esmentat anteriorment,
aquests sistemes d’expulsio activa es troben
normalment reprimits, pero sota certes condi-
cions d’estres microbia llur sintesi pot activar-
se i generar fenotipus de resistencia a agents
antibacterians no detectats mitjancant técni-
ques habituals d’analisi al laboratori. Tenint
en compte la infinitat de factors d’estres que
s’esdevenen al lloc de la infeccid, aquests po-
drien contribuir a explicar la ra6 d’algun dels
fracassos terapeutics per als quals no tenim
actualment explicaci6. A més, durant la infec-
ci6 es poden seleccionar mutants amb expres-
si6 constitutiva d’aquests sistemes d’expulsio,
normalment per mutacions en llurs sistemes
de regulacié. Aquest fenomen es veu afavo-
rit per dos factors, que sén: a) si el bacteri
presenta un fenotipus hipermutador, aquest
afavoreix 1'adquisicié de mutacions que po-
den facilitar la pérdua de la regulacié dels
sistemes d’expulsi6 activa i b) en aquells bac-
teris amb capacitat de produir biofilm hom ha
descrit que pot tenir lloc un increment de sis-
temes d’expulsi6 activa.

Si bé els primers sistemes d’expulsi6 acti-
va associats a resistencia als agents antibac-
terians van ésser descrits en bacteris gram-
negatius, com E. coli i P aeruginosa, s’han
reportat sistemes similars en la majoria de
bacteris d’interes clinic, tant gramnegatius
com grampositius. Fins avui, hom ha des-
crit cinc tipus diferents de sistemes d’expul-
si6 activa en P aeruginosa que poden afectar
diversos agents antibacterians. A causa que
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aquest microorganisme ha estat ampliament
estudiat des d’aquest punt de vista, la majoria
d’estudis en els quals hom ha intentat esbri-
nar el paper de la sobreexpressié d’aquests
sistemes d’expulsi6 activa en el desenvolupa-
ment de multiresisténcia durant el tractament
s’han realitzat amb aquest microorganisme.
Ziha-Zarifi et al. (1999) van estudiar vint-i-
un malalts amb infeccions per P aeruginosa en
els quals s’havia aillat una soca multiresis-
tent durant el tractament, i hom va observar

que onze aillaments multiresistents presenta-
ven una sobreexpressié de MexAB-OprM. Un
resultat similar va ésser obtingut per Le Tho-
mas et al. (2001), els quals van aillar una soca
multiresistent de P aeruginosa a partir d'un
malalt tractat amb ciprofloxacina en monote-
rapia. La soca multiresistent tenia una CIM
de ciprofloxacina de 32mg/l, mentre que la
soca inicial tenia una CIM de 0,25mg/1. Els
investigadors associaren aquest increment a
la sobreexpressié6 de MexAB-OprM. Carmeli
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et al. (1999) fan un seguiment de 271 paci-
ents amb infeccions per P aeruginosa i tractats
amb diverses terapies antimicrobianes (cipro-
floxacina, imipenem, ceftazidima i piperacil-
lina), i observen que en vint-i-vuit pacients
(10,2 %) s’ailla durant el tractament una soca
resistent i els resultats indiquen que l'agent
antimicrobia que ocasiona aparicié de soques
multiresistents amb més freqiiéncia és 1'imi-
penem.

El millor tractament per a infeccions ocasi-
onades per bacteris en els quals es pot pro-
duir amb facilitat una sobreexpressié de sis-
temes d’expulsié activa no és conegut, perd
l'optimitzacié de I'agent antibacteria, i també
la combinacié de diversos agents antibacteri-
ans que siguin substrats de diferents sistemes
d’expulsi6 activa poden representar una es-
tratégia terapeutica raonable.

INHIBIDORS DELS SISTEMES
D’EXPULSIO ACTIVA

Els mecanismes d’expulsi6é activa es tro-
ben actualment ampliament reconeguts com
a components majoritaris de resisténcia en di-
verses classes d’agents antibacterians.

Per combatre la resisténcia mitjangada pels
sistemes d’expulsié activa existeixen dues
possibilitats:

a) Modificacions estructurals dels agents
antimicrobians disponibles actualment per-
que es vegin afectats minimament per aquests
sistemes.

b) Descobriment i desenvolupament d’a-
gents terapeutics capagos d’inhibir l'activitat
transportadora de les bombes d’expulsi6 ac-
tiva, i que puguin utilitzar-se en combinacié
amb els antimicrobians més utilitzats en tera-
pia clinica.

Com a exemple, tenim una nova classe de
tetraciclines semisintétiques, les glicilciclines,
que s6n capaces d’evitar la resistencia mitjan-
¢ada per bombes d’expulsi6 activa, ja que no
son reconegudes per la proteina transportado-

ra (Sum et al., 1998). També s’han descobert
fluoroquinolones que no es veuen afectades
pels sistemes d’expulsi6 NorA i PmrA pre-
sents en bacteris grampositius (Lomovskaya i
Watkins, 2001).

Recentment, s’ha demostrat 1’existéncia de
diverses substancies capaces d'inhibir aquests
sistemes i, per tant, capaces de millorar
considerablement I’activitat antibacteriana de
molts antibiotics (Lomovskaya i Watkins,
2001).

Abans d’utilitzar un determinat inhibidor,
primer s’ha de demostrar la seva bona farma-
cocinética, la seva minima toxicitat i la compa-
tibilitat amb els diferents agents antimicrobi-
ans amb els quals s’administrara. A més, s’han
de detectar els agents antimicrobians i les dia-
nes bacterianes en les quals sera més produc-
tiu emprar-los. Els factors que s’han de tenir
en compte per assegurar-ne I’optima activitat
i, per tant, aconseguir una eficiencia clinica to-
tal, sén (Lomovskaya i Watkins, 2001):

— Estudiar la prevalenca de la resisténcia
mitjancada pels sistemes d’expulsio.

— Avaluar la multiplicitat de les bombes
d’expulsi6 activa.

— Estudiar I'existencia d’altres factors res-
ponsables de resisténcia a un determinat
agent antibacteria.

— Estudiar la interacci6 entre diferents me-
canismes de resisténcia.

A més, per qualificar aquests compostos
com a bons i veritables inhibidors s’han de
complir els criteris segiients (Lomovskaya i
Watkins, 2001):

— Han de potenciar l'activitat dels multi-
ples substrats de la bomba a inhibir.

— No han de potenciar I'activitat dels
agents antimicrobians que no sén expulsats
per la bomba.

— No han de tenir activitat en soques bac-
terianes que no presenten bombes d’expulsié
activa.

— Han d’augmentar I'acumulacié intracel-
lular i disminuir 'expulsié dels substrats de
les bombes.
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TauLA 1.

Inhibidors de sistemes d’expulsio activa (Lomovskaya i Watkins, 2001)

Inhibidors Bombes inhibides Agents antimicrobians
Transportadors especifics Transportadors MDR d afectats (| CMI©)
13-CPTC” Tet A Doxiciclina
Tet B Tetraciclina, doxiciclina
UK-57,562 Tet C Tetraciclina
Ro 07-3149 Tet K Tetraciclina
Reserpina NorA, PmrA, MdfA, EmrE Fluoroquinolones
INF 55,271 NorA, PmrA Fluoroquinolones
MC-207,110 Mex, AcrAB Levofloxacina, ciprofloxacina
cccpt AcrAB°¢ Fluoroquinolones, tetraciclina,
cloramfenicol

413-CPTC: 13-ciclopentil tetraciclina.

b CCCP: carbonil cianida m-clorfenilhidrazona. Es un inhibidor del flux de protons (PMF, de I’anglés proton motive force).

¢Okusu et al., 1996; Li et al., 1994.
4MDR: de I’angles multidrug resistance.
¢CMI: Concentracié minima inhibitoria.

— No han d’afectar el flux de protons que
es produeix a la membrana interna.

Aquest esquema s’ha utilitzat amb éxit per
identificar inhibidors de la bomba NorA de S.
aureus i les bombes Mex de P aeruginosa.

Normalment, els compostos sintetics o ex-
tractes de productes naturals capagos d’inhi-
bir el creixement bacteria en preséncia pero
no en abséncia d’agents antimicrobians serien
ideals com a inhibidors.

A la taula 1 trobem els inhibidors més im-
portants de sistemes d’expulsio activa tant de
bacteris grampositius com gramnegatius (Lo-
movskaya i Watkins, 2001).

Podem dir que els inhibidors que han mos-
trat més activitat enfront de bombes d’expul-
si6 de muiltiples antimicrobians, i que, per
tant, tindrien una repercussié més important,
son la reserpina i 'MC-207,110.

a) La reserpina (vegeu la figura 5) és un
alcaloide que primerament va ésser conegut
com a inhibidor de les bombes d’expulsi6 ac-
tiva de bacteris grampositius, el sistema Bmr
de B. subtilis (Neyfakh et al., 1991) i NorA de
S. aureus, que fa que les soques que la presen-
ten manifestin un increment en la sensibilitat
enfront de les fluoroquinolones hidrofiliques,
perd no hidrofobiques (Kaatz i Seo, 1997), i en

soques de S. pneumoniae on s’ha trobat que és
capag de disminuir la CIM de certes fluoro-
quinolones. A més, cal esmentar que el trac-
tament amb reserpina de soques de S. aureus i
S. pneumoniae no solament inhibeix els trans-
portadors actius sin6é que també és capag de
prevenir ’emergencia de resistencia en aques-
tes soques (Markham i Neyfakh, 1996, Mark-
ham, 1999).

També, s’ha descrit la seva activitat en bac-
teris gramnegatius, com en el cas de Bacteroi-
des fragilis (Miyamae et al., 1998; Peterson et
al., 1999).

b) MC-207,110: Fenil-arginil-B-naftilami-
da (vegeu la figura 6). Es un dipéptid d’ami-
da sintetic de baix pes molecular (Renau et
al.,1999). S’ha demostrat que posseeix una mi-
nima activitat antibacteriana intrinseca i que
inhibeix els sistemes d’expulsi6 activa de ti-
pus Mex de P aeruginosa, i disminueix la CIM
de levofloxacina en un minim de vuit vegades
(Renau et al., 1999). També inhibeix el sistema
AcrABd’E. coliide S. typhimurium (Mazzariol
et al., 2000; Baucheron et al., 2002).

Com a punt important cal destacar la ne-
cessitat d’incentivar i insistir en la recerca de
nous compostos d’aquest tipus capacos d'in-
hibir els sistemes d’expulsié activa presents
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FIGURA 5. Estructura quimica de la molecula de
reserpina.

en la majoria de bacteris (tant grampositius
com gramnegatius) i, per tant, capagos de po-
tenciar l’efecte de I'agent antimicrobia amb el
qual s’administrin. Aquests compostos podri-
en aportar una gran quantitat d’efectes bene-
ficiosos, perd manquen encara molts estudis
perque aquests inhibidors puguin ésser intro-
duits en clinica i perqué puguin estar total-
ment acceptats per la comunitat medica.
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