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Resumen

La resistencia antimicrobiana representa una de las amenazas mas importantes para la
salud publica, especialmente en infecciones hospitalarias causadas por bacterias
multirresistentes (BMR). En los ultimos afios, la nanomedicina ha propuesto el uso de
nanoparticulas metalicas (NPs) como alternativa terapéutica por su capacidad de liberar
iones con efecto bactericida y generar estrés oxidativo. Sin embargo, la existencia de
genes bacterianos que confieren resistencia a metales pesados podria limitar su eficacia.
El objetivo de este estudio fue analizar la distribucidn de genes de resistencia a metales
en la base de datos abierta MEGARes v3.0 y explorar su relacién con genes de resistencia
a antibidticos clinicamente relevantes. Se realiz6 un estudio observacional y descriptivo-
analitico de 8,733 genes clasificados en antibiéticos, metales, biocidas y multicompuestos.
Los antibidticos representaron el 86.7 % de los genes, destacando los B-lactamicos (n =
4,599), mientras que los metales correspondieron al 6.1 %, con predominio de resistencia
multimetal (n = 224), cobre (n = 115) y mercurio (n = 62). Se observaron mecanismos
basados en proteinas detoxificantes y bombas de eflujo (ABC/RND). La categoria
multicompuesto evidencié coexistencia de determinantes de resistencia entre
antibioticos, biocidas y metales. El anélisis de chi-cuadrada indicé diferencias significativas
en la distribucion de clases (x* = 144.26; p < 0.0001). Estos hallazgos sugieren que la
resistencia a metales pesados es un fendmeno extendido y puede representar una
barrera para la eficacia clinica de las nanoparticulas metélicas en la nanomedicina
antimicrobiana.

Palabras clave: Bacterias multirresistentes; Genes de resistencia a los medicamentos; Me-
tales pesados; Nanomedicina; Nanoparticulas; Resistencia a los antimicrobianos.

Introduccién

La resistencia antimicrobiana (RAM) constituye una de las principales amenazas sanitarias
globales del siglo XXI, reconocida por la Organizacién Mundial de la Salud como una
crisis que pone en riesgo la eficacia de los tratamientos actuales y compromete los logros
médicos de las Ultimas décadas [1,2]. Se estima que, para el afio 2050, las infecciones
causadas por bacterias multirresistentes podrian provocar méas de 10 millones de muertes
anuales, superando a las del cancer y generando un impacto econdmico superior a 100
billones de dodlares [3]. La emergencia de cepas resistentes a B-lactdmicos,
carbapenémicos, aminoglucésidos y fluoroquinolonas ha reducido de forma critica las
opciones terapéuticas disponibles y cada vez va en mayor aumento [4].
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Abstract

Antimicrobial resistance is one of the most critical global threats to public health,
particularly hospital-acquired infections caused by multidrug-resistant (MDR) bacteria. In
recent years, metallic nanoparticles (NPs) have been as therapeutic alternatives due to
their ability to release ions with bactericidal effects and induce oxidative stress. However,
bacterial genes conferring heavy-metal resistance may compromise their effectiveness.
The objective of this study was to analyze the distribution of heavy-metal resistance
genes in the open MEGARes v3.0 database and explore their relationship with clinically
relevant antibiotic-resistance genes.

A cross-sectional descriptive-analytical study included 8,733 resistance genes classified as
antibiotics, metals, biocides, or multi-compound. Antibiotics represented 86.7% of all
entries, predominantly B-lactams (n = 4,599), while metals accounted for 6.1%, mainly
multi-metal (n = 224), copper (n = 115), and mercury (n = 62). Mechanisms were primarily
detoxification proteins and efflux pumps (ABC/RND).

The multi-compound category revealed coexistence of determinants against antibiotics,
biocides, and metals. The chi-square test showed a significant difference in class
distributions (x* = 144.26; p < 0.0001).

These findings suggest that heavy-metal resistance is widely distributed and may

Keywords: Drug Resistance, Microbial; Heavy Metals; Nanomedicine; Nanoparticles; Resis-
tant Bacterial Strains.
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Ante este panorama, la nanomedicina ha surgido
como un campo de innovacién prometedor. Las
nanoparticulas metalicas (NPs) —particularmente de
plata (Ag), cobre (Cu) y éxido de zinc (ZnO)— han
demostrado  efectos  bactericidas  mediante
mecanismos fisicos y quimicos, como la liberacion
de iones metélicos, la desestabilizacion de
membranas, la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y la alteracion del ADN bacteriano [5
—7]. A diferencia de los antibidticos convencionales,
las NPs actdan sobre mudltiples dianas celulares, lo
que tedricamente dificultaria la aparicion de
resistencia. Sin embargo, estudios recientes sugieren
que esta ventaja podria estar sobrestimada, ya que
diversas bacterias poseen genes de resistencia a
metales pesados (Metal Resistance Genes; MRGs,
por sus siglas en inglés) que codifican bombas de
eflujo, proteinas detoxificantes y reguladores
transcripcionales capaces de reducir la toxicidad de
iones metalicos [8,9].

Estos genes no solo confieren tolerancia a metales
como cobre, mercurio o arsénico, sino que ademas
suelen encontrarse en plasmidos conjugativos vy
elementos genéticos moviles junto a genes de

resistencia a antibidticos (Antibiotic Resistance Gene;
ARGs, por sus siglas en inglés), facilitando la co-
seleccion: un fendmeno en el que la exposicion a
metales o biocidas selecciona simultaneamente
resistencia a antibidticos [10,11]. Este proceso ha sido
documentado en aislamientos clinicos de Klebsiella
pneumoniae,  Pseudomonas  aeruginosa Yy
Enterococcus faecalis, donde genes como copA,
czcA, merA o arsC coexisten con B-lactamasas tipo
KPC y NDM [1213]. Asi, la resistencia a metales
podria comprometer no solo las estrategias de
control ambiental, sino también el futuro desarrollo
de terapias basadas en nanoparticulas metalicas.

El uso de bases de datos gendmicas abiertas, como
MEGARes, permite realizar analisis exploratorios a
gran escala sobre la distribucién y coocurrencia de
genes de resistencia en bacterias de interés clinico
[14]. La versiéon 3.0 de MEGARes (2021) integra mas
de 8,000 secuencias curadas de genes asociados a
resistencia a antibidticos, biocidas y metales,
ofreciendo una herramienta Util para comprender la
complejidad genética de la RAM [15].

El objetivo de este estudio fue describir la
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distribucion relativa de genes de resistencia a
metales en la base MEGARes v3.0, explorar patrones
de clasificacién por tipo, clase y mecanismo, e
identificar categorias multicompuesto como indicio
de coexistencia potencial entre determinantes de
resistencia a antibidticos, biocidas y metales, con el
fin de evaluar posibles implicaciones en la co-
seleccién genética.

Métodos

Se realizd un estudio observacional, transversal y
descriptivo-analitico utilizando datos secundarios
provenientes de la base publica MEGARes v3.0 [16].
Este disefio permite caracterizar la distribucién de
genes de resistencia a antibidticos, metales y
biocidas sin intervencion experimental, con el fin de
identificar  patrones genéticos y potenciales
asociaciones entre categorias de resistencia.

Se empled la versién 3.0 de MEGARes, publicada en
2021y disponible de forma abierta en Nucleic Acids
Research [16]. Se incluyeron todas las entradas con
informacién completa en las tres categorias (type,
class, mechanism). Se excluyeron registros con datos
incompletos o inconsistentes, y duplicados
derivados de versiones previas del repositorio. No
se aplicaron filtros taxonémicos, ya que el objetivo
fue analizar la distribucion global de determinantes
de resistencia, independientemente de la especie
bacteriana.

Las variables principales fueron:

Tipo de resistencia: antibidticos (Drugs), metales
(Metals), biocidas (Biocides) o multicompuestos
(Multi-compound).

Clase de resistencia: subcategorias dentro de cada
tipo (p. €j., B-lactamicos, aminoglucosidos, cobre,
mercurio).

Mecanismo molecular: estrategias codificadas por
los genes (B-lactamasas clase A/B/C/D, proteinas
detoxificantes, bombas ABC/RND, reguladores).

Las categorias Multi-compound fueron analizadas
como indicadores de coexistencia potencial de
determinantes de resistencia frente a multiples
agentes (antibidticos, biocidas y metales).

Los archivos en formato .csv fueron descargados
directamente desde el repositorio oficial de
MEGARes e importados en Python 3.10 utilizando
las  bibliotecas pandas y numpy para la
manipulacion de datos, y matplotlib para

visualizacion [17,18]. Se validé la integridad de los
datos verificando el nimero total de entradas y la
ausencia de valores nulos.

Analisis estadistico

Se realizd una descripcion de frecuencias absolutas
y relativas para cada categoria (type, class,
mechanism). Adicionalmente, se aplicé una prueba
de chi-cuadrada de bondad de ajuste para
comparar la distribucion observada de las
principales clases dentro de los dominios de
antibiéticos y metales frente a una distribucion
uniforme tedrica, como analisis exploratorio de
desigualdad en representacion.

El nivel de significancia se establecid en a = 0.05,
considerando p < 0.05 como estadisticamente
significativo. Todos los analisis se realizaron con
SciPy v1.12 y los resultados fueron expresados con
dos decimales.

Se reconocen como limitaciones inherentes al
disefio: la ausencia de datos por aislado o especie
bacteriana, lo que impide determinar co-localizacién
genética entre genes de resistencia a antibioticos y
metales; la heterogeneidad taxonémica y ecoldgica
de los aislamientos incluidos en MEGARes; y la
dependencia de la curacidon bioinformatica del
repositorio, que puede introducir sesgos de
clasificacion o actualizacion.

No obstante, la base utilizada es una de las fuentes
de referencia mas robustas y actualizadas para el
estudio de determinantes de resistencia genética a
nivel global [15,16].

La comparacién contra una distribucién uniforme se
utilizé como modelo nulo tedrico, asumiendo que,
en ausencia de presion selectiva, las clases de
resistencia se distribuirian de manera equitativa.

La desviacién significativa de esta distribucion
permite identificar sesgos en la representacion de
determinadas clases, los cuales pueden interpretarse
como reflejo indirecto de presiones selectivas
ambientales, clinicas o evolutivas.

Aspectos éticos

El presente trabajo no involucra datos de seres
humanos ni de animales, por lo que no requirié
aprobacion por comité de ética. La base de datos
MEGARes es de acceso abierto y su uso con fines
académicos no  contraviene normativas de
confidencialidad o bioseguridad.
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Resultados

Se analizaron 8,733 genes de resistencia curados de
la base de datos MEGARes v3.0, los cuales se
agruparon en cuatro categorias principales:
antibiéticos (Drugs), metales (Metals), biocidas
(Biocides) y multicompuestos (Multi-compound) [14
-16].

Del total, los genes asociados a antibidticos fueron
los mas abundantes (n = 7,567; 86.7%), seguidos
por los de metales (n = 532; 6.1%), biocidas (n =
427; 4.9%) y multicompuestos (n = 207; 2.3%). Esta
distribucion  refleja la  mayor densidad de
determinantes antibidticos dentro del acervo
genético bacteriano reportado por secuenciacion
masiva (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucién por tipo de resistencia

Tipo de resistencia Frecuencia Proporcién (%)
Antibidticos 7,567 86.7%

Metales 532 6.1%
Multicompuesto 427 4.9%

Biocidas 207 2.3%

Tabla 2. Distribucion de genes de resistencia a anti-
bidticos (Top 10)

B-lactamicos 4,599 (60.8%)
799 (10.6%)
319 (4.2%)
301 (4.0%)

300 (4.0%)

Aminoglucésidos
Fluoroguinolonas
Tetraciclinas
Glucopéptidos

MLS (macrodlidos, lincosamidas, es-

. 290 (3.8%)
treptograminas)

Fenicol (Cloranfenicol) 150 (2.0%)
147 (1.9%)
131 (1.7%)

107 (1.4%)

Trimetoprim
Multirresistencia
Lipopéptidos

Durante la depuracién de la base de datos, se
eliminaron registros duplicados y entradas con
valores faltantes en las categorias de tipo, clase o
mecanismo, lo que redujo ligeramente el ndmero
total de genes analizados sin afectar las
proporciones  relativas ni  la interpretacion
estadistica.

Resistencia a antibioticos

Entre los antibidticos, las clases mas representadas
fueron los B-lactdmicos (n = 4,599; 60.8%),
aminoglucésidos (n = 799, 10.6%) vy
fluoroquinolonas (n = 319; 4.2%). Las tetraciclinas y
los  glicopéptidos  mostraron  frecuencias
comparables (n = 301y n = 300, respectivamente),
mientras que el resto de las clases tuvo
representacion menor al 2%, como se observa en la
tabla 2.

Este patrén coincide con reportes epidemioldgicos
recientes donde los B-lactamicos contintian siendo
la principal presién selectiva en el entorno clinico y
comunitario [2,4,12].

Resistencia a metales pesados

Dentro del dominio de metales, las clases mas

frecuentes fueron resistencia multimetal (n = 224;
42.1%), cobre (n = 115; 21.6%) y mercurio (n = 62;
11.6%). También se identificaron determinantes
frente a arsénico (n = 34; 6.4%) y niquel (n = 27,
51%). Estos genes codifican principalmente
proteinas detoxificantes (p. ej., MerA, ArsC) vy
bombas de eflujo del tipo RND y ABC, mecanismos
ampliamente descritos en bacterias ambientales y
patdgenas expuestas a contaminacion metalica [8—
10].

Tabla 3. Distribucién de genes de resistencia a me-
tales (Top 10)

Multimetales 224 (42.3%)
Cobre 15 (21.7%)
Mercurio 62 (11.7%)
Arsénico 34 (6.4%)
Niquel 27 (5.1%)
Zinc 16 (3.0%)
Cromo 15 (2.8%)
Telurio 12 (2.3%)
Hierro 6 (1.1%)
Plomo 5(0.9%)

Otros metales relevantes fueron el sodio (n 4,
0.8%), tungsteno (n = 3; 0.6%), aluminio (n = 2;
0.4%), cobalto (n = 2; 0.4%), cadmio (n = 1; 0.2%) y
oro (n =1,0.2%).

El analisis de mecanismos moleculares mostrd
predominio de transportadores de eflujo, seguidos
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por enzimas redox detoxificantes y reguladores
transcripcionales metal-dependientes. Este hallazgo
sugiere que la resistencia a metales puede conferir
tolerancia cruzada a diversos compuestos
antimicrobianos a través de rutas de detoxificacién
compartidas, como ya se ha demostrado en
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa Este analisis evidencié una marcada predominancia
[11,13]. de genes asociados a resistencia a antibidticos,
especialmente a los B-lactamicos, seguidos de
aminoglucésidos y fluoroquinolonas. Este patréon
coincide con la distribucién epidemioldgica descrita
a nivel mundial, donde las familias de antibioticos de
mayor uso clinico son también las que presentan
una mayor frecuencia de genes de resistencia en
bacterias multirresistentes (BMR) [2,4,12,13]. El
predominio de B-lactamasas concuerda con la lista
de patodgenos prioritarios de la OMS, que incluye
especies productoras de carbapenemasas como
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii y
Pseudomonas aeruginosa [1,4].

entre los distintos tipos y mecanismos, sino que
presenta sesgos evolutivos asociados a la presion
selectiva ambiental y hospitalaria.

Discusion

Genes multicompuesto y co-seleccién

Se identificaron 207 genes clasificados como
multicompuestos, los  cuales  representan
combinaciones entre resistencia a antibidticos,
biocidas y metales. Los conjuntos mas frecuentes
fueron antibidtico + biocida (41%), antibidtico +
metal (28%) y biocida + metal (19%). Estos
resultados apoyan el fendmeno de co-seleccién
genética, mediante el cual la exposicién ambiental a
metales o desinfectantes puede seleccionar
simultdaneamente resistencia a antibidticos clinicos
[8,9,11].

. . Por otro lado, la identificacion de mas de quinientos
Analisis estadistico

genes asociados a resistencia a metales pesados,
principalmente cobre, mercurio y determinantes
multimetal, refuerza la creciente evidencia de que
estos elementos actlan como presiones selectivas
adicionales en el ambiente [8-10]. Genes como
fue significativamente desigual (x* = 144.26; gl = 4; p copA, czcA o merA codifican bombas de eflujo y
< 0.0001), confirmando el predominio de los B- enzimas detoxificantes que reducen la toxicidad de
lactdmicos. En metales, también se observd una los iones metalicos, mecanismos ampliamente
diferencia significativa (x* = 65.87; gl = 4; p < 0.0001), descritos en bacterias ambientales y hospitalarias
con mayor representacion de las clases multimetal y [10,11].

cobre (Tabla 4).

Se realizé una prueba de chi-cuadrada de bondad
de ajuste para evaluar la uniformidad de la
distribucion de clases dentro de los dominios de
antibioticos y metales. En antibidticos, la distribucion

Estos determinantes suelen encontrarse en
plasmidos conjugativos o islas gendmicas junto a

Tabla 4. Prueba de chi-cuadrada de bondad de ajus-
te para la distribucién de clases dentro de antibioti-
cos y metales (MEGARes v3.0).

Chi cuadra-

Dominio

genes de resistencia a antibidticos, lo que favorece
la co-seleccion genética entre ambos tipos de
resistencia  [8,9]. El hallazgo de categorias
multicompuesto (antibidtico-metal-biocida) en este
analisis respalda dicha relacién, demostrando que la

da exposicion a metales o desinfectantes puede

D perpetuar la resistencia antimicrobiana incluso en
Antibioticos . Qo
14426 4 p < 0.0001 ausencia de antibiéticos [9,11].
(top 5) El analisis estadistico mediante chi-cuadrada reveld
Metales (top que la distribucién de clases dentro de cada
: 65.87 4 p < 0.0001 dominio no fue uniforme (p < 0.0001), lo que
) sugiere una presion evolutiva direccional hacia

ciertos mecanismos de resistencia. En el caso de los
antibiéticos, la sobre-representacion de B-lactamicos
probablemente refleja la alta exposicién clinica y el
uso sostenido de este grupo farmacoldgico desde
mediados del siglo XX [2,4]. En los metales, el

gl = grados de libertad; a=0.05

Estos resultados evidencian que la resistencia
bacteriana no se distribuye de forma homogénea

93 ESTUDIO OBSERVACIONAL



Dominguez-Vargas C

94

predominio de genes frente a cobre y mercurio
puede explicarse por la amplia utilizacidon de estos
elementos en la industria, la agricultura y la
medicina, por ejemplo, como desinfectantes,
fungicidas o componentes de dispositivos médicos
[9,10].

Las nanoparticulas metélicas (NPs), como las de
plata, cobre o zinc, se han propuesto como
alternativas terapéuticas frente a la resistencia
bacteriana  por sus efectos  bactericidas
multifactoriales [5-7]. Sin embargo, la presencia de
genes de resistencia a metales en bacterias
multirresistentes podria tener implicaciones tedricas
en la eficacia de nanoparticulas metélicas, dado que
algunos de los mecanismos identificados —como
bombas de eflujo y sistemas detoxificantes—
comparten rutas funcionales con los procesos
involucrados en la tolerancia a iones metalicos [8-
10]. No obstante, estos hallazgos derivan de un
analisis bioinformatico y no permiten establecer una
relacién causal ni inferir impacto clinico directo, por
lo que se requieren estudios experimentales y
modelos in vitro/in  vivo que evallen esta
interaccion de manera especifica.

La observacion de que los genes multicompuesto
integran determinantes frente a antibidticos,
biocidas y metales coincide con estudios previos
que describen plasmidos hibridos capaces de
transferir resistencia multiple [9,11,13]. Tal plasticidad
genética explica por qué la resistencia
antimicrobiana persiste incluso en contextos de
reduccién del consumo de antibioticos.

En este sentido, los metales pesados pueden actuar
como reservorios de presion selectiva en el
ambiente, manteniendo la circulaciéon de genes
resistentes y facilitando su entrada al ambito clinico.

La desviacion respecto a una distribucion uniforme
sugiere que ciertos determinantes de resistencia han
sido favorecidos de manera no aleatoria,
probablemente en respuesta a presiones selectivas
especificas.

Mecanismos de resistencia

Se identificaron diversos mecanismos moleculares
de resistencia, destacando la modificacion del sitio
diana, la inactivaciéon enzimatica y las bombas de
eflujo como los mas representativos.

En los antibidticos, predominaron las B-lactamasas

(familias blaTEM, blaSHV, blaOXA) responsables de
la hidrélisis del anillo B-lactdmico, seguidas por

aminoglucésido-fosfotransferasas y
acetiltransferasas (aadA, aacC), que inactivan el
farmaco por modificacion covalente [4,13,15].
Asimismo, se identificaron genes de metilacién del
ARN ribosomal (erm, cfr) y mutaciones en la
topoisomerasa Il y IV relacionadas con la resistencia
a macrolidos y fluoroquinolonas, respectivamente
[412].

En los metales, los mecanismos predominantes
correspondieron a proteinas detoxificantes (como
merA y merB, involucradas en la reduccion de Hg?*
a su forma elemental) y a bombas de eflujo de las
familias RND y ABC (copA, czcA, silA), encargadas
de expulsar iones metalicos del citoplasma [9,10].

También se observaron reguladores
transcripcionales (merR, arsR, copR) que modulan la
expresion génica en respuesta a concentraciones
elevadas de metales pesados. En conjunto, estos
resultados reflejan una compleja red de mecanismos
coordinados que permiten a las bacterias sobrevivir
tanto a antibidticos clinicos como a compuestos
metélicos ambientales, o que respalda la hipotesis
de co-resistencia y co-seleccion genética entre
ambos tipos de presion selectiva [8-11,13].

Limitaciones

Entre las principales limitaciones del estudio
destacan la naturaleza descriptiva del analisis y la
falta de informacién por aislado o especie
bacteriana, lo cual impide confirmar la co-
localizacion de genes de resistencia en un mismo
genoma.

Ademas, la base MEGARes presenta un sesgo hacia
determinantes clinicos y puede subrepresentar
genes emergentes de origen ambiental [14-16].

No obstante, su curacién y clasificacion jerarquica la
consolidan como una herramienta robusta para
estudios de vigilancia y modelado bioinformatico de
resistencia antimicrobiana [15,16].

Adicionalmente, este estudio presenta limitaciones
especificas: no se analizaron genomas completos, lo
gue impide evaluar la co-localizacion real de genes
de resistencia en un mismo aislado; no se incluyd
informacién fenotipica, por lo que no es posible
correlacionar la presencia de genes con niveles de
resistencia expresada; y los resultados dependen de
la curacion y clasificacion de la base de datos
MEGARes, lo cual puede introducir sesgos
inherentes al repositorio.
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Conclusiones

El andlisis de la base MEGARes v3.0 evidencié un
total de 8,733 genes de resistencia, de los cuales
7,567 (86.7%) correspondieron a antibidticos y 532
(6.1%) a metales pesados. Dentro de los antibiéticos,
los  B-lactamicos  representaron el  grupo
predominante (n=4,599), mientras que en metales
destacaron los genes de resistencia a cobre (n=115),
mercurio (n=62) y multimetal (n=224). Estos
hallazgos  confirman la  coexistencia  de
determinantes de resistencia tanto clinica como
ambiental y sugieren un papel activo de la co-
selecciébn genética entre antibidticos y metales
pesados [8-11,13].

La alta prevalencia de genes de detoxificacion vy
eflujo relacionados con metales, como copA y merA,
sugiere una posible interaccion tedrica con los
mecanismos de accion de nanoparticulas metalicas
en nanomedicina antimicrobiana. Sin embargo, esta
relacién no puede confirmarse a partir de los datos
analizados, por lo que su impacto clinico debe ser
evaluado  mediante  estudios  experimentales
dirigidos. [5-7]. Por ello, se recomienda considerar
la resistencia a metales como un factor critico en el
disefio y evaluacion de terapias basadas en
nanomateriales. Es necesario integrar la vigilancia
gendmica de determinantes de resistencia a metales
en los programas de control de infecciones y en el
disefio de nuevas estrategias basadas en
nanomateriales.

El abordaje interdisciplinario entre microbiologia,
nanotecnologia y bioinformatica serd esencial para
desarrollar terapias verdaderamente efectivas frente
a bacterias multirresistentes y mitigar la crisis global
de resistencia antimicrobiana [1-4,12-16].
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