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RESUMEN

IDENTIFICACION DE GENES DE RESISTENCIA ANTIBIOTICA tetQ, tetM, qnrs,
qnrB EN BACILOS ENTERICOS AISLADOS DE CAVIDAD ORAL.

Antecedentes: Las bacterias entéricas son consideradas microbiota
transeunte en cavidad oral y su distribucion en la poblacién varia,
dependiendo de diversos factores. Se han asociado con la reduccién de la
efectividad en los tratamientos orales, lo cual se ha relacionado con las altas
tasas de resistencia que presentan y su papel como reservorio importante
de muchos genes de resistencia a antibiéticos. Aunque se han realizado
varios acercamientos evaluando diversos genes, a nivel oral adn se
encuentra muy poca literatura que aporte informacién acerca del tema,
principalmente a nivel de la poblacién colombiana. Objetivo: Establecer la
frecuencia de los genes de resistencia antibiotica tetQ, tetM, qnrS, qnrB en
bacilos entéricos aislados a partir de muestras de saliva. Materiales y
Métodos: Se seleccionan 100 aislamientos de Dbacilos entéricos
provenientes de muestras de saliva, se realiz6 identificacion de género y
especie bacteriana utilizando galerias bioquimicas, y PCR para deteccién de
los genes tetM y tetQ, asociados con resistencia a doxiciclina, y qnrBy gnrS
asociados con resistencia a ciprofloxacina. Resultados: Se observé que el
gen encontrado en mayor frecuencia fue tetM en un 52%, principalmente en
los géneros Enterobacter (56%) y Klebsiella (85%), seguido de qnrB, el cual
se detecté en un 17%, encontrandose en Klebsiella en un 35%, y en
Cronobacter en un 23%. Los genes tetQ y qnrS fueron detectados en baja

frecuencia (3% y 1% respectivamente). Conclusiones: Aunque los bacilos
entéricos no hacen parte de la microbiota normal de la cavidad oral pueden
ser considerados reservorios importantes de genes de resistencia a
antibidticos que son empleados en odontologia no solo en los de primera
eleccion, sino también en los que se utilizan como tratamiento alternativo.
Palabras claves: Resistencia antibidtica, bacilos entéricos, cavidad oral,
genes de resistencia.



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE GENES tetQ, tetM, qnrS
AND gqnrB IN ISOLATED ENTERIC BACILLI IN THE ORAL CAVITY.

Background: Enteric bacteria are considered transient micro-biota in the
oral cavity and its distribution vary depending on diverse factors. They have
been associated with an efficiency reduction of oral treatments, which
relates to higher resistance rates and an important reservoir of antibiotic
resistant genes. Even though there have been several approaches evaluating
different genes, there is still very scarce literature on the oral topic, mainly
among Colombian population. Objective: to establish the frequency of the
antibiotic resistance genes tetQ, tetM, qnrS, qnrB in enteric bacilli isolated
from saliva samples. Materials and methods: A sample of 100 isolations
from saliva samples were selected with gender and bacterial species
identified using biochemical galleries, PCR for detection of tetM and tetQ
associated with a resistance to doxycycline and qnrB and qnrS associated
with resistance to ciprofloxacin. Results: The most frequent gene was tetM
with a 52% mainly in the Enterobacter (56%) and Klebsiella (85%) genders,
followed by gnrB detected 17% in Klebsiella (53%) and Cronobacter (23%).
The detection of tetQ and gnrS genes was low (3% and 1% respectively).
Conclusions: Enteric bacilli do not make part of normal oral microbiota,
they may be considered important reservoirs of resistant genes to
antibiotics of primary use in dentistry, as well as alternative treatments.

Key words: antibiotic resistance, enteric bacilli, oral cavity, resistance
genes.



Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

LISTADO DE TABLAS
Secuencia de Primers utilizados para la deteccién de los genes tetM, tetQ, qnrsS,
qnrB.

Frecuencia de géneros de Enterobacterias aisladas en muestras de saliva

Frecuencia de géneros y especies de Enterobacterias aisladas en muestras de
saliva

Frecuencia de genes de resistencia tetM, tetQ, qnrS 'y gnrB en Enterobacterias
aisladas en muestras de saliva.

Frecuencia de genes de resistencia tetM, tetQ, qnrS 'y gnrB en Enterobacterias
aisladas en muestras de saliva.

p-9

p-21

p. 22

p.- 23

p. 24



1. Introduccion

La resistencia antibidtica es un problema que existe desde la aparicion de los antibiéticos y
en la actualidad se ha incrementado gradualmente debido a su uso de manera
indiscriminada, lo cual ha generado una respuesta de supervivencia en los
microorganismos haciéndolos desarrollar, con mas eficacia, formas para interrumpir los
mecanismos de accidon de estos farmacos, activando genes que expresan mecanismos que
inhiban la accién de los antibiéticos, convirtiéndose asi en un problema de salud publica
(OMS, 2018). Se han realizado numerosos estudios acerca de resistencia antibidtica en
bacilos entéricos principalmente en el campo de la medicina, a nivel odontolégico los
bacilos entéricos se encuentran como microbiota transednte, y se ha reconocido su
importancia en este habitat debido a las altas tasas de resistencia que presentan de acuerdo
con lo reportado en diversos estudios, y su papel como reservorio importante de muchos
genes, y aunque se han realizado varios acercamientos evaluando su resistencia a diversos
antibiodticos, a nivel oral aun se encuentra muy poca literatura que aporte informacién

acerca del tema, principalmente a nivel de la poblacién colombiana.

Los antibioticos son farmacos indispensables para tratar infecciones, y en odontologia se
usan con frecuencia, en muchos casos en compafiia de las terapias mecanicas para mejorar
los tratamientos, ya que microorganismos potencialmente patégenos persisten después de
terapias mecanicas y quirdrgicas (Bascones et al, 2004). Algunas patologias tales como
periodontitis o abscesos como el periapical y el periodontal, pueden verse afectadas por la
colonizacion de bacilos entéricos los cuales son microorganismos que normalmente habitan
en flora gastrointestinal, suelo y agua en donde generalmente se consideran microbiota
normal, pero en cavidad oral siendo transedntes pueden llegar a convertirse en
oportunistas. El tratamiento de enfermedades como la periodontitis considerada la
enfermedad infecciosa inflamatoria crénica oral mas prevalente en los adultos (Ardila et al.,
2014), conlleva un grave problema cuando se encuentran presentes enterobacterias, ya
que la resistencia natural de los bacilos entéricos estd asociada a los antibidticos de

primera eleccién y los mas comtinmente utilizados en periodoncia como son las penicilinas



(amoxicilina), macroélidos (clindamicina), metronidazol, las terapias combinadas,

macrolidos (eritromicina) , entre otros (Falcao et al, 2001)

Algunas alternativas en el tratamiento de pacientes en donde se asocia la presencia de
bacilos entéricos son las tetraciclinas, como la doxiciclina, y las fluoroquinolonas como la
ciprofloxacina, debido a su amplio espectro contra bacilos entéricos Gram-negativos
(Tinoco E. et al, 1998). Se ha observado que a nivel general los bacilos entéricos han
comenzado a desarrollar resistencia contra estos antibidticos, y debido a que también se
ven involucrados con la transferencia de genes de resistencia a otros microorganismos, esto
puede favorecer una disminucién en las alternativas para el tratamiento de infecciones.
Segin lo reportado por la literatura, los principales genes bacterianos que codifican
factores de resistencia contra las tetraciclinas son tet(A), tet(B), tet(Q), tet(M) y tet(W)
(Collins et al, 2015), y los que se han reportado en relacién con resistencia a las
fluoroquinolonas son gnrS, qnrB, qnrA y qnrD (Dorji et al, 2008), estos empiezan a cobrar
importancia ya que estarian provocando un problema en el manejo de las infecciones con

los antibidticos antes mencionados.

Debido a la alta propagacion de estos genes y ya que en el mundo y en Colombia aun hay
pocos estudios relacionados con esta area, es importante conocer e identificar si también
son frecuentes estos genes en bacilos entéricos a nivel de la cavidad oral, los cuales pueden
favorecer el fracaso en las terapias mecanicas y quirurgicas, y prolongar los procesos

infecciosos, limitando los recursos para tratar estas patologias.

Los resultados de esta investigacion permitirdn fortalecer los estudios previos acerca de
resistencia antibiotica a nivel oral realizados en Colombia y la importancia de dar a conocer
el grave problema de salud publica que esta en incremento por la diseminacion de bacterias
multirresistentes y el uso inapropiado de antibioticos, asi como también crear conciencia de

la aplicacion de medidas de prevencion y control.



2. Marco teodrico
2.1 Cavidad oral

La cavidad es uno de los habitats humanos mas relevantes desde el punto de vista clinico ya
que se considera la principal puerta de entrada para todo tipo de microorganismos. Es un
complejo sistema que tiene varias funciones como lo son la degradacion, deglucion, gusto y
trituracion de los alimentos. Durante hace muchos afios ha sido uno de los ecosistemas mas
estudiado, encontrando que comprende unos de los mdas diversos biofilms y que es

altamente dindamico (Serrano et al, 2015).

La microbiota oral se consideran un componente importante en la salud bucal ya que
permite el balance entre el huésped y hospedador, se han encontrado alrededor de 700
especies de microorganismos, los cuales colonizan diferentes sitios (dientes, encias,
carrillos, lengua paladar, saliva etc.) debido a receptores especificos que tienen afinidad a el
tipo de superficie. Los principales microorganismos que han sido encontrados son:
Streptococcus,  Gemella,  Eubacterium, Selenomonas, Veillonella, Actinobacteria,
Proteobacteria, Bacteroidetes y Fusobacteria (Quintana et al, 2017). Estos organismos
interactian selectivamente con una variedad de proteinas salivales permitiendo la
adhesion bacteriana a las superficies, la nutricién, el metabolismo bacteriano y la expresion
génica; pero también son influenciados por muchos aspectos de los estilos de vida como la
dieta, estrés, tabaco, pH, ingesta de alimentos, etc. Algunas de estas bacterias han sido
implicadas en enfermedades bucales como la caries y la periodontitis, que estan entre las
infecciones bacterianas mas comunes en los seres humanos. Por otro lado, no todos los
microorganismos que con colonizadores habituales en cavidad oral son los causantes de
infecciones y complicaciones, estas pueden ser causadas por microorganismos extrinsecos

que llegan a cavidad oral por contaminacién como los bacilos entéricos (Jorn et al, 2005).



2.2 Bacilos Entéricos

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son microorganismos con forma de baston,
que tienen muchos roles en la salud, la mayoria de los cuales son beneficiosos o neutros
para el anfitrién, constituyendo un grupo grande y heterogéneo de bacterias Gram
negativas. Reciben su nombre por la localizaciéon habitual como saprofitos en el tubo
digestivo, aunque se trata de gérmenes ubicuos, encontrandose de forma universal en el
suelo, el agua y la vegetacion, asi como formando parte de la flora intestinal normal de

muchos animales ademas del hombre (Garcia & Rodriguez, 2010).

Las enterobacterias son las causantes de aproximadamente el 30% de los aislamientos
bacterianos en sangre, el 65% de los gastrointestinales, el 75% de los del tracto urinario, y
son responsables de mas del 30% de las infecciones respiratorias de vias bajas en pacientes
con riesgo de colonizacién de orofaringe (Lopez et al, 2016). Estas bacterias son
categorizadas como patégenos con alta importancia debido a las complicaciones clinicas
que causan, ya que en el momento del manejo terapéutico las opciones para tratar las
patologias causadas por estos microorganismos son muy reducidas y limitadas. Todos ellos
tienen gran cantidad de genes que expresan resistencia para diferentes clases de
antibioticos y lo que es mas preocupante es la alta capacidad de transferencia de estos

genes a otros microorganismos (Lopez et al, 2016).

A nivel de la cavidad oral se ha reportado que los bacilos entéricos son microbiota
transeunte que pueden estar colonizando individuos sanos (Slots et al., 1990), aunque
también se han visto relacionados en infecciones graves, las cuales pueden ser dificiles de
manejar debido a la resistencia que presentan estos microorganismos frente a una gran
variedad de antibidticos de primera eleccion a nivel odontolégico. La tribu mas importante
que se ha encontrado en la cavidad oral es la tribu Klebsielleae que se encuentra
conformada por los géneros Klebsiella, Enterobacter , Haffnia y Serratia, (Apurba y Sandhya,
2019) de los cuales las especies mas frecuentemente reportadas son Klebsiella pneumoniae,

Serratia marcescens, Klebsiella oxytoca y Enterobacter sakazakii (Ardila et al., 2014).



En estudios realizados a partir de aislamientos de bacilos entéricos de cavidad oral se han
encontrado algunas especies en mayor frecuencia. Slots et al, en 1988, identificaron
diferentes especies de la familia Enterobacteriaceae en 500 estudiantes que tenian
diagnostico de periodontitis grave, se tomaron muestras de placa subgingival y se encontr6
una frecuencia de 10,2 % (51/500). Principalmente se identificaron Enterobacter cloacae,
Enterobacter agglomerans, Proteus mirabilis, K. pneumoniae y K. oxytoca. En Colombia en un
estudio de Lafaurie et al, en el afio 2007 en donde se incluyeron diferentes regiones del
pais (Bogotd, Este, Pacifico oeste, Atlantico Norte y zona central) se encontr6 que habia gran
prevalencia de bacterias entéricas en 29.8% en todos los pacientes incluyendo los pacientes

control, y en los pacientes con periodontitis se encontr6 una prevalencia de 34.5%.

También, en la literatura se encuentra un estudio realizado en Bogot4, Colombia en 2007
por Mayorga et al, (2007), donde describi6 la presencia de bacilos entéricos,
principalmente los pertenecientes a la tribu Klebsielleae (géneros Klebsiella, Enterobacter,
Serratia), y Ardila (2010) manifest6 en su estudio realizado en Colombia que las especies

mas comunes fueron: Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae.

2.3 Importancia de los bacilos entéricos en cavidad oral

Los Bacilos Entéricos se han relacionado como organismos sobre infectantes que no pueden
ser erradicados facilmente con la terapia mecanica, en relacién con procesos infecciosos
como la periodontitis, por lo cual existe la necesidad de utilizar terapia combinada con
antibioticos que intervengan con la erradicacion de estos. (Olivo et al, 2014). Son capaces
de sobrevivir en sangre, causando infecciones hematdgenas, las cuales pueden ser

diseminadas a otras partes del cuerpo causando patologias o agravandose. (Puerta, 2010).

En un estudio realizado en Brasil por Silva et al, (2016) acerca de del uso de protesis
totales, se evidencia presencia de bacilos entéricos en la cavidad oral, ya que el momento de
realizar la limpieza de estas protesis puede llegar a contaminarse. La presencia de bacilos

entéricos en estas protesis esta también relacionada con su capacidad alta de adherirse a



las superficies firmes y por su alta patogenicidad y capacidad de causar infecciones (An et

al,, 2006).

2.4 Resistencia antibidtica en Enterobacterias

Las bacterias cuentan con una gran variabilidad genética, lo que las hace obtener la
habilidad de adquirir mecanismos de resistencia por medio de la transferencia de su
material genético o también por medio de la mutacion. La resistencia puede ser de origen
genético natural o adquirido que se expresa fenotipicamente, principalmente observada en
bacterias Gram negativas. Dichos genes de resistencia han surgido por adquisiciéon de
plasmidos o transposones que se convierten en genes funcionales (Salyers et al,, 2004). “Los
genes de resistencia naturales en plasmidos se originan como mutaciones puntuales en los
genes blanco (sitios de insercién de los genes de resistencia) de bacterias susceptibles y
también de genes que les proveen proteccion contra otras bacterias” asi lo manifiesta Lépez

etal, (2016, p.192).

Los antibiéticos ejercen su accion sobre estructuras de los microorganismos especificos y
su objetivo es controlar, disminuir o eliminar la cantidad de microorganismos (Seija &
Vignoli , 2006), sin embargo el uso inadecuado de estos, la prescripcion excesiva y la falta
de control puede generar la resistencia en las bacterias debido a la exposicién prolongada o
la falta de adherencia que permite que el microorganismo conozca el mecanismo de accion
y desarrolle la resistencia hacia ciertos antibioticos (Dreser et al, 2008). Los antibidticos
mas utilizados en odontologia y en especial en el area de periodoncia son la amoxicilina,
(amoxicilina + acido clavulanico), tetraciclinas, nitroimidazoles, quinolonas y macroélidos.
Dentro de estos, las quinolonas y tetraciclinas cobran gran importancia debido a su gran
espectro extendido contra bacterias Gram negativas, también son buenas alternativas para
pacientes que son alérgicos a las penicilinas que son los antibidticos mas utilizados (Albalat

etal, 2002).

Las quinolonas son antibi6ticos sintéticos generalmente usados para manejar un amplio
espectro de infecciones bacterianas como infecciones urinarias, respiratorias,

gastrointestinales, cutaneas, 6seas y articulares (AEMPS, 2018). Actian interfiriendo en la
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sintesis del ADN, conduciendo la muerte celular (bactericidas) para poder ejercer su efecto
citotoxico las quinolonas penetran a través de la membrana bacteriana y llegan a su diana
celular, la topoisomerasa Il e inducen la muerte de la célula (Brugueras et al, 2005). Segun
Ardila et al,, (2010), en un estudio que realiz6 en poblacidon colombiana manifiesta que la
susceptibilidad a los agentes antimicrobianos observada en la ciprofloxacina tiene el
potencial de erradicar las bacterias entéricas Gramnegativas de las bolsas periodontales y
demostro que el antibiotico se encuentra en mayor concentracion en liquido crevicular que

en plasma.

Las quinolonas de segunda generaciéon como lo es la ciprofloxacina empezaron a ser
utilizadas y puestas a la venta en el afio 1980 (Paton & Reeves, 1988). Llegd a ser
ampliamente vendida ya que la ciprofloxacina era la fluoroquinolona mas potente contra la
mayoria de los enteropatégenos bacterianos (Chattaway, 2016) y ya que en ese momento
los antibiéticos que solian ser efectivos contra los bacilos entéricos empezaron a fallar. Al
pasar del tiempo la resistencia a las quinolonas aumento y se presume que quizas es porque
los mecanismos que confieren resistencia a una amplia gama de farmacos pueden haber
predominado antes de que evolucionaran los mecanismos especificos de la quinolona.
(Lamikanra et al, 2011; Namboodiri et al, 2011) haciendo que los recursos para eliminar
los enteropatégenos cada vez sean menos. Se piensa que otra de las causas es que la
quinolonas eran ampliamente utilizadas en el mundo por lo tanto esto permitié que los
genes de resistencia evolucionaran y migraran a otras partes del mundo, extendiendo asi la

resistencia. (Davidson et al, 2008; Lamikanra et al.,, 2011).

Por otra parte, las tetraciclinas, son antibiéticos antimicrobianos de amplio espectro con
accion potente frente a microorganismos Gram positivos y Gram negativos, pueden ser
utilizados para tratar infecciones otorrinolaringoldgicas, dentales, respiratorias, urinarias,
piel y gastrointestinales. (Vicente, 2010). Las tetraciclinas actian inhibiendo la sintesis
proteica de bacterias Gram positivas y Gram negativas, son de amplio espectro y actian
contra muchas especies Gram negativas principalmente, inhiben la sintesis de proteinas y
se ligan a la subunidad 30S de los ribosomas (Rodriguez et al, 1998), son muy eficaces

contra bacterias periodontopatégenas como A. actinomycetemcomitans (Falcao et al,, 2001),



dentro de este grupo de antibidticos la doxiciclina es uno de los mas utilizados en
odontologia precisamente por su alto nivel de absorcién cuando se administra por via oral,
presenta gran union a las proteinas plasmaticas y tiene alta liposolubilidad destacando
también que las concentraciones alcanzadas en el fluido gingival son 2 a 4 veces superiores

alas séricas (Falcao et al, 2001).

Por ser estos antibioticos de gran espectro y efectividad, las bacterias entéricas encontradas
en cavidad oral como transetintes debido a contaminaciéon por fuentes exdgenas han
desarrollado diversas maneras para evadirlos y transferir su resistencia a otras bacterias.
En la actualidad se ha observado un aumento de genes de resistencia y su propagacion,
representando un problema grave para la salud ya que la ingesta indiscriminada de
antibidticos esta causando que este riesgo crezca a una escala mayor. “Se ha observado que
la microbiota intestinal ofrece amplias oportunidades para la transferencia horizontal de
material genético, incluidos genes de resistencia a antibi6ticos” segin autores como Schaik
(2015 p.1). En los ultimos afios esto ha conllevado a problemas con la administracion de
antibioticos para el manejo de infecciones ya que la resistencia a antibioticos se esta
propagando e inhibiendo la capacidad de estos para tratar las infecciones mas comunes,
impidiendo que el paciente mejore o que en el peor de los casos muera debido a ella. Estas
bacterias intestinales no estdn destinadas a intercambiar genes de resistencia entre ellas,
sino que también pueden relacionarse con las bacterias que estan en su ambiente
independientemente de la especie, favoreciendo que otras bacterias adquieren y transmiten
genes de resistencia a los antibioticos (Puerta & Mateos, 2010). La propagacion de genes se
puede presentar hacia microorganismos relacionados como microbiota normal y que

pueden comportarse como oportunistas causando infecciones (Salyers et al, 2004).

En el caso de las tetraciclinas como la doxiciclina, se puede encontrar en la literatura los
genes tet (genes resistentes a tetraciclinas), los mas mencionado y mas relevantes en este
grupo son: tet(A), tet(B), tet(Q), tet(M) y tet(W). Segiin Marti et al, (2005) en su estudio
manifiesta que las bacterias presentan varios mecanismos de resistencia antibiotica contra
las tetraciclinas como los son la expulsién activa y la protecciéon ribosomal. La protecciéon

ribosomal consiste en una proteina que se une al ribosoma impidiendo que la tetraciclina se
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una al sitio diana y uno de los genes que produce esta resistencia es tet(M) y tet(Q), la
expulsion activa se basa en una serie de transportadores que son capaces de expulsar, de
manera relativamente inespecifica, un amplio nimero de sustratos no relacionados

estructuralmente.

Por otro lado, otra de las alternativas para atacar la sobreinfecciéon por microorganismos
entéricos son las fluoroquinolonas como lo es la ciprofloxacina. Los genes qnr (genes
resistentes a quinolonas y fluoroquinolonas) pueden ser encontradas en bacilos entéricos
como Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae y Escherichia coli segun un estudio que
realiz Dorji en el afio 2008. Los mayormente reportados por la literatura son: gnrS, qnrB,
qnrA y gnrD; estos se han reportado en antibiéticas como la ciprofloxacina y Visconti et al,
en el aflo 2002 manifiesta que algunos de los mecanismos de resistencia incluyen cambios
en la permeabilidad de la membrana externa que disminuyen la penetracién intracelular
del farmaco, portadores endogenos activos responsables del flujo de salida del
medicamento y aquellos mediados por mutaciones genéticas que codifican para ADN girasa

y topoisomerasa IV. Cabe aclarar que estos mecanismos pueden ocurrir simultaneamente.



3. Planteamiento del problema

Los bacilos entéricos son microorganismos que pueden llegar a la cavidad oral de manera
transelnte y se han asociado con ser persistentes en terapias mecanicas o quirurgicas, por
lo cual que se opta por las terapias antimicrobianas a las cuales los microorganismos ya
antes mencionados estadn generando altas tasas de resistencia, y lo cual puede generar que
patologias como la periodontitis u otras infecciones persisten de manera importante (Ardila
et al, 2014). Los bacilos entéricos albergan gran cantidad de genes asociados a resistencia
antibiética los cuales pueden expresarse debido a diferentes presiones selectivas y que se
han asociado con la prescripcion, uso inadecuado y venta laxa de antibi6ticos. Otro factor
importante en estas bacterias es su capacidad de transmitir resistencia a otros
microorganismos por mecanismos de intercambio horizontal, lo que genera un problema

mayor. (Lépez et al, 2016)

Los antibidticos que son de gran utilidad como coadyuvantes en la terapia mecanica y que
representan una ayuda eficaz en los tratamientos odontolégicos son: amoxicilina,
amoxicilina/clavulanico, tetraciclinas, metronidazol y azitromicina (Ardila et al, 2010). Sin
embargo, se han presentado casos en donde se han encontrado enterobacterias en placa
subgingival y estos pacientes sufrian de periodontitis cronica, haciendo que la respuesta al
tratamiento pierda efectividad. Debido a que los bacilos entéricos tienen una gran
resistencia a la amoxicilina, amoxicilina/clavulanico y al metronidazol en estudios, una
alternativa para tratar estas complicaciones pueden ser las tetraciclinas y fluoroquinolonas
(Ardila et al, 2010). También hay que considerar que existe la posibilidad de que se
encuentren pacientes que presentan alergia a betalactamicos (Garcia et al, 2008) y la
opcion de usar antibioticos del grupo de las tetraciclinas y fluoroquinolonas podria resolver

esta problematica.

Algunos antibioticos como las tetraciclinas y algunas fluoroquinolonas se han empezado a
implementar con gran frecuencia en el ambito odontoldgico, considerandose terapia
farmacologica alternativa, pero de igual manera se han empezado a reportar estudios en

donde se registran diferentes mecanismos asociados con resistencia a estos antibidticos.
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La identificacion de genes de resistencia en bacilos entéricos, debido a su importancia a
nivel mundial, es fundamental para conocer y obtener informacion relevante, y debido a la
escasez de estudios acerca de resistencia antibiotica en terapia farmacoldgica alternativa a
la convencional, a nivel odontoldgico, es importante indagar en la problematica y generar
aportes que ayuden a definir una terapia mas adecuada para la resolucién de los procesos
infecciosos, asi como fortalecer procesos de vigilancia y concientizar ain mas acerca de
importancia de la presencia de estos microorganismos en la cavidad oral y el uso

indiscriminado de los antibioticos.
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4. Justificacion

La resistencia antibiotica es un problema a nivel mundial que dia a dia se actualiza
principalmente en el campo médico. Diferentes factores pueden favorecer la aparicion de
nuevas resistencias lo cual genera un problema a nivel de salud publica constante (OMS,
2018). Las bacterias, principalmente los bacilos entéricos, contienen una gran cantidad de
genes que codifican para resistencia antibiética, lo cual puede favorecer fallas terapéuticas
(Lépez et al, 2016). En el campo odontoldgico se han reportado los principales mecanismos
de resistencia y los genes asociados a resistencia a los antibiéticos de primera elecciéon
utilizados en esta d4rea, algunos otros antibidticos como las tetraciclinas y las
fluoroquinolonas se han empezado a utilizar mas frecuentemente pero ain son pocos los
estudios que se han realizado para identificar si bacilos entéricos aislados de cavidad oral
portan genes de resistencia asociados a estos antibidticos, los cuales podrian
eventualmente expresarse por presiones selectivas de diferente indole. Debido a esta
problematica se ha decido realizar esta investigacion con el fin de indagar y aportar datos
relevantes, considerando también que los principales estudios reportados se encuentran

mas a nivel mundial y hay muy pocos estudios puntualmente en Colombia.

Los resultados de esta investigacion permitiran fortalecer los estudios previos acerca de
resistencia antibiotica a nivel oral realizados, Colombia y la importancia de dar a conocer el
grave problema de salud publica que esta en incremento por la diseminacion de bacterias
multirresistentes y el uso inapropiado de antibiéticos, asi como también crear conciencia de

la aplicacion de medidas de prevenciéon y control.
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5. Situacion actual en el area de investigacion

En la actualidad las bacterias forman una gran parte de la poblacién existente en el planeta,
por lo tanto, existe una gran exposicién y probabilidad a contraer enfermedades e
infecciones por estas. En cavidad oral ocurre lo mismo, actualmente hay algunas
publicaciones que sustentan la presencia de bacilos entéricos en ella, manifestando que
mayormente se han encontrado en bolsas periodontales en donde lo que hacen es sobre
infectar y complicar tratamientos periodontales ocasionando que el paciente no mejore

(Ardila et al, 2014).

En un panorama mundial segin Ardila, 2010 habla de que en Suecia se habia encontrado la
presencia de entéricos en cavidad oral con una frecuencia de 34,9% siendo Enterobacter
cloacae y Klebsiella oxytoca las especies mas representativas, en Estados Unidos se encontré
algo similar; observado que las especies mas prevalentes fueron Enterobacter cloacae,
Enterobacter agglomerans, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytoca con
una frecuencia del 28%. En Colombia, Chile y Espafia hubo prevalencias con una frecuencia
del 36% y 17,6%, aclarando que estas cifras hablan de Colombia y Chile ya que en Espafia
no hubo presencia de entéricas en los aislamientos estudiados. En una poblacion Rumana
también hubo reportes de presencia de entéricos en el 61,1%, en Sudan de 92%, en el Brasil
se han observado prevalencias del 31,2% de entéricos encontradas principalmente en
bolsas periodontales mientras que en Reptblica Dominicana fue de 67% y China 57% .
Demostrando que la presencia de enterobacacterias no es un problema confinado a una

region o parte del mundo.

Hay también registros demograficos en Colombia que manifiestan la presencia de bacilos
entéricos en cavidad oral y su porcentaje en las diferentes zonas del pais, asi como también
la cantidad de microorganismos encontrados en ella, estableciendo que los bacilos entéricos
se encuentran con una alta frecuencia y no es sorpresa encontrarlos en bolsas

periodontales (Lafaurie et al, 2007).

Estos estudios hacen referencia mayormente a la presencia o dan a conocer las especies

encontradas en cavidad, pero son escasos o nulos los que hablan sobre los genes que
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generan resistencia antibiotica presentes en bacilos entéricos, lo que genera un gran
problema debido a que los registros hablan sobre presencia de estas bacterias y de falla al
tratamiento debido a estas, por lo tanto, es de gran importancia conocer estos genes e

identificarlos.
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6. Objetivos
6.1 Objetivo general:

e Establecer la frecuencia de los genes de resistencia antibidtica tetQ, tetM, qnrS, qnrB

en bacilos entéricos aislados a partir de muestras de saliva
6.2 Objetivos especificos:

e Determinar la frecuencia de los principales géneros y especies de bacilos entéricos
aislados a partir de muestras de saliva.

e Detectar la presencia de los principales genes de resistencia antibiética a doxiciclina
en bacilos entéricos aislados de muestras de saliva.

e Detectar la presencia de los principales genes de resistencia antibidtica a
ciprofloxacina en bacilos entéricos aislados de muestras de saliva.
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7. Metodologia del Proyecto

7.1 Tipo de estudio: Descriptivo observacional in vitro

7.2 Poblacién y muestra (Criterios de seleccion y exclusién): 100 Aislamientos clinicos
provenientes de muestras de saliva de pacientes que asistieron a las clinicas odontoldgicas
de la Universidad El Bosque y que se encuentran almacenadas en el cepario del Laboratorio

de Microbiologia Oral del Instituto UIBO de la Universidad El Bosque, conservados a -80°C.

7.3 Métodos y técnicas para la recoleccion de la informacion (Materiales y métodos):

7.3.1 Procesamiento microbiolégico

Se seleccionaron y descongelaron 100 aislamientos de Bacilos entéricos provenientes de
muestras de saliva de pacientes, que se encuentran almacenados en caldo BHI + 10% de
glicerol a -80°C. De cada aislamiento se sembré 30 pl de muestra en agar BHI mediante
técnica de agotamiento y se incubd por 24 horas a una temperatura de 37°C.
Posteriormente se verificé crecimiento y pureza del cultivo. Se realizaron pruebas para
identificacion de género y especie utilizando el panel bioquimico BD BBL Crystal
Enteric/Nonfermenter ID System, el cual se incub6d por 24 horas a 37°C, y se realizaron
pruebas complementarias de Indol y Oxidasa. Pasado el tiempo requerido se interpretaron
los resultados utilizando el software correspondiente. Adicionalmente los aislamientos se
guardaron en 500 mL de agua grado molecular, conservados a -20°C, para posterior

extraccion de ADN.

7.3.2 Extraccion de ADN

Para la deteccidn de los genes de resistencia en los aislamientos de bacilos entéricos se
realizé extraccion de ADN por choque térmico, el cual consistié6 en someter las muestras
previamente almacenadas a -20°C a una temperatura de ebullicién de 100°C durante 20

minutos, posteriormente se centrifugaron las muestras a 14000 rpm por 10 minutos en
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centrifuga refrigerada a 4°C, y el sobrenadante considerado como ADN se transfirié a un

nuevo tubo estéril y se almacen6 a -20°C hasta su procesamiento.

7.3.3 Deteccion de genes de resistencia antibidtica por Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(PCR)

Para determinar la presencia de los genes tetQ, tetM de resistencia a doxiciclina, y qnrS,
qnrB de resistencia a ciprofloxacina se realizé PCR convencional con primers y protocolos

reportados en la literatura.

Para la deteccion del gen tetM se tuvo en cuenta el protocolo de Lacroix, J. M. & Walker
(1995). La reaccion se realizé en un volumen final de 25 pL, del cual 5ul corresponden al
ADN bacteriano y 20 ul a la mezcla de reaccién, la cual contenia GoTag® Flexi DNA
Polymerase 0.125UI, 0.67 uM de cada primer, 2mM de cada desoxirribonucleétido ( dNPTSs),
Buffer 1X, MgCI2 a 3 mM, y se completd el volumen con agua grado molecular. La PCR se
realizé en un termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad) con ciclos de temperatura de:
5 minutos a 95°C, seguido de 37 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minutos a 55°C y 1 minuto
a 72°C; y una extension final de 30 segundos a 72°C. Como control positivo se empled la

cepa Bacteroides fragilis ATCC 25285.

Para la deteccion del gen tetQ se tuvo en cuenta el protocolo de Lacroix, J]. M. & Walker
(1996). La reaccion se realizé con un volumen final de 25uL, el cual 5 ul corresponde a ADN
bacteriano y 20 ul a la mezcla reaccidn, la cual contenia GoTaq® Flexi DNA Polymerase
0.125U], 0.67uM de cada primer, 2ZmM de cada desoxirribonucleotido ( dNPTs), Buffer 1X y
MgCI2 a 3 mM, , se complet6 el volumen con agua grado molecular. La PCR se realiz6 en un
termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad) con ciclos de temperatura de 5 minutos a
95°C, seguido de 37 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 50°C y 2 minutos a 72°C y una
extension final de 40 segundos. Como control positivo se emple6 la cepa Bacteroides fragilis

ATCC 25285.
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Para la deteccion de los genes qnrS y gnrB se tuvo en cuenta el protocolo de Jlili, N. E. H., et
al de 2014. La reaccién se realizd con un volumen final de 25 pL, en la cual 5ul
corresponden a ADN bacteriano y 20 ul a la mezcla reaccion. La mezcla contenia GoTaq®
Flexi DNA Polymerase a 0.125U, 0.5 puM de cada primer, 0.20 mM de cada
desoxirribonucledtido (dNTP’s), Buffer 1X y MgCI2 a 1.5 mM, se completé el volumen con
agua grado molecular. El protocolo para realizar la PCR en ambos genes fue el mismo y se
realizé en un termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad) con ciclos de temperatura de:
5 minutos a 95°C, seguido de 37 ciclos de: 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 50°C y 30

segundos a 72°C, y una extension final de 10 minutos a 72°C.

Para la separacién de los productos de PCR se realiz6 electroforesis en gel de agarosa a una
concentracion de 1,5%, en buffer TAE (Tris-acetato-EDTA) con 0,5 pg/mL de bromuro de
etidio, y se visualizaron las bandas en un transiluminador (Gel Doc-BioRad) con luz

ultravioleta a 300 nm.
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Tabla 1. Secuencias de Primers utilizados para la deteccion de los genes tetM, tetQ, qnrS, qnrB.

Primers Secuencia Tamaiio del producto Referencia

Lacroix, J. M. & Walker,

tetM (F) 5'-GACACGCCAGGACATATGG-3' C.B. (1995)
397pb
tetM(R) 5-TGCTTTCCTCTTGTTCGAG-3' Lacroix, . M. & Walker,
C. B. (1995)
tetQ(F) 5'- GGCTTCTACGACATCTATTA-3' Lacroix, ]. M. &
755pb Walker, C. B. (1996)
tetQ(R) 5'-CATCAACATTTATCTCTCTG-3’ Lacroix, ]. M. &

Walker, C. B. (1996)

qnrS(F) 5’-GGAAACCTACAATCATACATA-3’ Jlili, N. E. H., Réjiba, S.,
etal, 2014.
657pb
qnrS(R) 5’-GTCAGGATAAACAACAATACC-3’ Jlili, N. E. H., Réjiba, S.,
etal, 2014.
qnrB(F) 5’-GACAGAAACAGGTTCACCGGT-3’ Jlili, N. E. H., Réjiba, S.,
etal, 2014.
594pb
qnrB(R) 5’-CAAGACGTTCCAGGAGCAACG-3 Jlili, N. E. H., Réjiba, S.,
etal, 2014.

7.5 Plan de tabulacién y andlisis.

Los resultados fueron tabulados en una base de datos utilizando el programa Microsoft
Excel 2016 y se realiz6 una estadistica descriptiva determinando la frecuencia, expresada
en porcentaje, de los principales bacilos entéricos en muestras de saliva, asi como la

frecuencia de los genes de interés de resistencia a ciprofloxacina y doxiciclina.
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8. Consideraciones éticas.

El presente proyecto no atenta contra el medio ambiente, la salud humana y/o animal. Sin
embargo, todos los residuos generados en los procesos experimentales, aun cuando son
poco peligrosos, seran eliminados segun la politica ambiental de la Universidad El Bosque,

establecida en el programa SIGA Ley 99 de 1993.

8.1 Sustento legal

La investigacion no involucra la manipulacion de seres vivos, pero si involucra muestras de
saliva que contienen indéculos de bacterias entéricas provenientes de pacientes que
asistieron a las Clinicas Odontoldgicas de la Universidad El Bosque. Dicha manipulacién

implica un riesgo minimo de contaminacién por contacto directo con las muestras.

Se tomd en cuenta la normativa nacional vigente:

Resolucion 008430 de 1993, por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas
administrativas para la investigacion en salud.

Las muestras existentes ya cuentan con un consentimiento informado valido para la
investigacion, riesgo o dafio para la salud del sujeto ya que son muestras que se obtuvieron
anteriormente y estan guardadas y almacenadas por el Laboratorio de Microbiologia Oral

(UIBO).

Consentimiento y asentimiento informado

Todas las muestras utilizadas en la investigacion cuentan con un consentimiento informado
pre existente ya que en ningin momento se tendra contacto con el paciente debido a que

son muestras preservadas desde hace varios afios.
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9, Resultados

9.1 Frecuencia de bacterias entéricas

A partir de los 100 aislamientos de bacterias entéricas se realizé la identificacion de los
géneros y especies bacterianas. Se encontrd en mayor frecuencia el género Enterobacter en
un 37%, seguido de Klebsiella en el 30%, Serratia en el 20% y Cronobacter en un 13%. En la

tabla 2 se observa la frecuencia de las bacterias entéricas aisladas de muestras de salivas.

Tabla 2. Frecuencia de géneros de Enterobacterias aisladas en muestras de saliva

Género Frecuencia (%)
Enterobacter 37 (37)
Cronobacter 13 (13)
Klebsiella 30 (30)
Serratia 20 (20)
Total aislamientos 100 (100)

A nivel de especies bacterianas se encontr6 en mayor frecuencia Enterobacter cloacae
(30%), seguido de Klebsiella oxytoca (22%), Serratia marcescens (14%), Cronobacter
sakazakii (13%), Klebsiella pneumoniae (7%), Serratia liquefaciens (6%), Enterobacter
aerogenes (1%) y Klebsiella aerogenes (1%). En la tabla 3 se observa la frecuencia de los

géneros y especies de bacterias entéricas aisladas de muestras de salivas.
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Tabla 3. Frecuencia de géneros y especies de Enterobacterias aisladas en muestras de saliva

Género y especie Frecuencia (%)
Cronobacter sakazakii 13 (13)
Enterobacter aerogenes 1(1)
Enterobacter cloacae 30 (30)
Enterobacter gergoviae 6 (6)
Klebsiella aerogenes 1(1)
Klebsiella oxytoca 22 (22)
Klebsiella pneumoniae 7(7)
Serratia liquefaciens 6 (6)
Serratia marcescens 14 (14)
Total aislamientos 100 (100)

9.2 Frecuencia de genes de resistencia en bacterias entéricas

Se determind la frecuencia de los genes de codifican para resistencia antibidtica a
tetraciclinas tetM y tetQ, y para resistencia a ciprofloxacina qnrB y qnrsS, en los 100
aislamientos de bacterias entéricas. Se observd que el gen encontrado en mayor frecuencia
fue tetM en un 52%, principalmente en los géneros Enterobacter (56%) y Klebsiella (85%),
seguido de gnrB, el cual se detect6 en un 17%, encontrandose en Klebsiella en un 35%, y en
Cronobacter en un 23%. Los genes tetQ y qnrS fueron detectados en baja frecuencia (3% y
1% respectivamente). En la tabla 4 se observa la frecuencia de los genes de resistencia

antibiotica en los géneros de bacterias entéricas aisladas de muestras de salivas.
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Tabla 4. Frecuencia genes de resistencia tetM, tetQ, qnrS y qnrB en Enterobacterias aisladas en muestras de

saliva.
Género n tetQ tetM qnrs qnrB

F (%) F (%) F (%) F (%)
Enterobacter 37 2(5) 21(56) 0(0) 5(13)
Cronobacter 13 0 (0) 9 (69) 0(0) 3(23)
Serratia 30 0 (0) 5(16,6) 0(0) 2 (6,6)
Klebsiella 20 0 (0) 17 (85) 1(5) 7 (35)
Total 100 2(2) 52 (52) 1(1) 17 (17)

En cuanto a la identificaciéon de los genes de interés en la diferentes especies, se observd
que tetM estaba presente principalmente en Enterobacter cloacae (57%) y Klebsiella oxytoca
(55%), seguida por Cronobacter sakazakii (69%), Klebsiella pneumoniae (71%), Serratia
marcescens(29%), Enterobacter gergoviae (67%) y Serratia liquefaciens. tetQ fue
identificado Unicamente en Enterobacter cloacae (7%), qnrS fue encontrado solamente en
Klebsiella pneumoniae (14%) y qnrB se identificé en Klebsiella oxytoca (32%), Enterobacter
cloacae (17%), Cronobacter sakazakii (23%) y Serratia marcescens (14%). En Klebsiella

aerogenes y Enterobacter aerogenes no se detectd ningun gen (Tabla 5).
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Tabla 5. Frecuencia de genes de resistencia tetM, tetQ, qnrSy qnrB en Enterobacterias aisladas en muestras de

saliva
Género y especie n tetQ tetM qnrs qnrB
F (%) F (%) F (%) F (%)
Cronobacter sakazakii 13(13) 0(0) 9(69) 0(0) 3(23)
Enterobacter aerogenes 1(1D) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Enterobacter cloacae 30(30) 2(7) 17(57) 0(0) 5(17)
Enterobacter gergoviae 6(6) 0(0) 4(67) 0(0) 0(0)
Klebsiella aerogenes 1(1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Klebsiella oxytoca 22(22) 0(0) 12(55) 0(0) 7(32)
Klebsiella pneumoniae 7(7) 0(0) 5(71) 1(14) 0(0)
Serratia liquefaciens 6(6) 0(0) 1(16) 0(0) 0(0)
Serratia marcescens 14(14) 0(0) 4(29) 0(0) 2(14)
Total 100(100) 2(2) 52 (52) 1(1) 17 (17)
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10. Discusion

Las enterobacterias son organismos que se encuentran ampliamente distribuidos, y aunque
no se consideran microbiota normal en la cavidad oral, conllevan gran relevancia debido a
la capacidad que tienen para albergar una cantidad importante de genes de resistencia a
antibioticos, que pueden ser transmitidos a otras bacterias, complicando los tratamientos
odontologicos. Asi mismo estas bacterias pueden ser un factor de predisposicion o agravar

enfermedades sistémicas.

Diversos autores han reportado la presencia de bacterias entéricas en cavidad oral,
consideradas microorganismos transedntes, y se ha observado que los géneros mas
frecuentes han sido Enterobacter spp., Klebsiella spp., y Serratia spp. Estudios realizados en
Colombia reportan que en cavidad oral se han encontrado organismos inusuales tipo
bacilos Gram negativos conformados en su gran mayoria por bacterias de la familia
Enterobacteriaceae como Klebsiella spp., Enterobacter spp. y Escherichia coli (Betancourth
et al, 2006). En otro estudio realizado por Ardila et al, (2010) identificé que Klebsiella
pneumoniae y Enterobacter cloacae son las especies mas prevalentes en Colombia y por
otro lado, Rodriguez et al, (2012), manifiestan que las especies con mayor prevalencia en
cavidad oral fueron Klebsiella spp y E.coli en la ciudad de Bogotd. De acuerdo con los
resultados de este estudio se encontr6 que el género mas frecuente fue Enterobacter (50%)
y la especie mas comtn dentro de este género fue Enterobacter cloacae (30%) entre todos
los aislamientos, seguida por el género Klebsiella (30%) principalmente Klebsiella oxytoca
(22%) y Serratia (20%). Estos resultados concuerdan con los estudios reportados en
Colombia, anteriormente mencionados, y con el estudio de Ledo-Vasconcelos et al, (2015)
en donde se realiz6 la identificacion de especies provenientes de la familia
Enterobacteriaceae de muestras de saliva en trabajadores de la ciudad de Brasil,
encontrando con mayor prevalencia los géneros Enterobacter (46.9%), Klebsiella (18.8%) y
Citrobacter (17.2%). También se observa que en el estudio realizado por Slots et al, (1998)
en donde el objetivo era detectar la frecuencia de levaduras, bacilos entéricos y
pseudomonas, encontraron que Enterobacter cloacae (37%) es una de las especies dentro

del género Enterobacter con mayor frecuencia en cavidad oral, seguido por Klebsiella
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oxytoca (34%). La presencia de bacterias entéricas en cavidad oral puede ser debido a
contaminacién por fuentes exdgenas, contaminacion mano-ano-boca, mala higiene oral,
ingestion de agua o alimentos contaminados, contaminacion de los cepillos dentales, bajo
nivel de desarrollo social, econémico y cultura, segin lo reportado en la literatura (Ardila

et al.,, 2010; Junior et al,, 2011; Silva et al,, 2016).

Debido al amplio uso de los antibidticos en la practica clinica odontolégica, y su uso
indiscriminado a nivel general, se han realizado varios estudios alrededor del mundo
evaluando la presencia de genes de resistencia en las enterobacterias, principalmente en el
ambito médico, pero pocos estudios han evaluado la presencia de estos genes, en bacterias
aisladas de la cavidad oral, incluyendo Colombia, ya que su presencia puede variar de
acuerdo con la ubicacién geografica. Respecto a los genes encontrados en este estudio, se
evidencio que tetM (52%) fue el gen detectado mas frecuentemente. Segun la literatura
tetM es un gen que codifica para resistencia a las tetraciclinas el cual se une al ribosoma y
expulsa el farmaco de su sitio de unién (Arenz et al, 2015). Las tetraciclinas son muy
eficaces contra bacterias periodontopatégenas y muy utilizadas en odontologia en especial
la doxiciclina, por su alto nivel de absorcién, gran unién a las proteinas plasmaticas y
concentraciones en el fluido gingival 2 a 4 veces superiores a las séricas (Falcao Costa et al,
2001). En los ultimos afios, se ha visto que la resistencia a la tetraciclina se ha diseminado
ampliamente en los bacilos entéricos debido al uso indiscriminado de los antibi6ticos y
falta de educacion en higiene oral (Ramos et al, 2010; Silva et al., 2016).La alta frecuencia
de este gen genera gran preocupacidn ya que la presion selectiva puede generar su
expresion, lo cual causa fallas en la terapia antibiotica, y resalta la probabilidad de que la
cavidad oral sea una fuente importante para el contenido y la propagacion de genes de
resistencia a este tipo de antibioticos. Se ha reportado que tetM se encuentra cominmente
en bacilos entéricos como E. coli (Ramos et al, 2010; T. Zhang et al, 2012). En el presente

estudio este gen fue detectado principalmente en Enterobacter cloacae y klebsiella oxytoca.

Aunque tetQ también se ha relacionado con resistencia a tetraciclina, ya que codifica para

proteinas citoplasmicas que protegen a los ribosomas de la accién del antibiético (Roberts
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& Schwarz, 2017), se detectd solamente en dos aislamientos de Enterobacter cloacae, lo

cual puede indicar que las bacterias entéricas no son un reservorio importante de este gen.

Respecto a los genes asociados con resistencia a fluoroquinolonas, si bien no es una familia
de antibidticos de primera eleccidn en odontologia se ha observado su uso principalmente
en individuos que presentan alergias a los antibiéticos de uso comin como las penicilinas
(Villarraga & Clavel, 2012), o en infecciones de dificil manejo. Se ha descrito que esta
familia de antibidticos es muy eficaz contra las enterobacterias, pero se ha observado una
tendencia creciente de resistencia al fArmaco. Otros estudios han evidenciado su potencial
para erradicar las bacterias entéricas Gramnegativas de las bolsas periodontales ya que
tiene mayor concentracion en liquido crevicular que en plasma (Falcao et al,, 2001). Uno de
los mecanismos que mas se ha asociado con la resistencia a las fluoroquinolonas ha sido
mediado por plasmidos, los reportes han relacionado genes como qnrB y gnrS a este
mecanismo de resistencia. Al analizar los resultados se observa que la frecuencia de gnrB
fue baja, pero se detecté de manera importante en los aislamientos de Enterobacter cloacae
(30%). Este bacilo es uno de los microorganismos mas comunes encontrados en cavidad
oral de manera transelnte, ha sido reportado como un microorganismo importante,
oportunista y uno de los patégenos bacterianos multirresistentes mas importantes,
interviniendo como uno de los autores principales en infecciones intrahospitalarias desde
1993 (Regli & Pages, 2015).

Segun la literatura gnrB es uno de los genes mas comuinmente encontrados en bacilos
entéricos (Salah et al, 2019) en Klebsiella y Enterobacter con una gran frecuencia
(Nordmann & Poirel, 2005; A. Robicsek et al.,, 2006; Tamang et al., 2008), prevaleciendo
mas en la especie Enterobacter cloacae (Wu | et al, 2007). Aunque lo anterior concuerda
con el resultado de la investigacion en cuanto a la especie, no se podria decir que el gen fue

encontrado con una alta frecuencia.

La presencia de genes de resistencia a antibiéticos que se usan para el tratamiento
alternativo al de primera eleccién, de infecciones causadas o asociadas con bacilos
entéricos, en el ambito odontolégico, genera un llamado de atencién que se suma a

fortalecer de manera significativa la vigilancia y el reporte constante de resistencia
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antibiotica, asi como la prescripcién y campafas de educacion en torno al uso adecuado de

los antibidticos.
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11. Conclusiones

Aunque los bacilos entéricos no hacen parte de la microbiota normal de la cavidad oral
pueden ser considerados reservorios importantes de genes de resistencia a antibiéticos
que son empleados en odontologia no solo en los de primera eleccién, sino también en los

que se utilizan como tratamiento alternativo.

Se observa que no hay relacién entre los resultados de la investigacién en cuanto al gen
tetM y lo encontrado en la literatura. Por otra parte, los hallazgos involucrando gnrB tienen
relacién con lo encontrado en la literatura, lo cual nos afirma que la resistencia a
fluoroquinolonas significativa y que puede hacer una propagaciéon de resistencia

importante a través de bacilos entéricos.
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12. Recomendaciones
Se considera que es necesario hacer una investigaciéon mas detallada con un nimero de

muestra mas amplia y asi evaluar mas genes relacionados con resistencia a tetraciclinas y

fluoroquinolonas, relacionando su presencia con el diagnéstico clinico.
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