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RESUMEN

PREVALENCIA DE GENES DE RESISTENCIA ANTIBIOTICA cfxA, cfxA2,
bla.., tetM, tetQ y ermF EN AISLAMIENTOS ORALES DE Prevotella
melaninogenica.

Introduccién: P. melaninogenica es un microorganismo que coloniza la
cavidad oral durante la primera infancia, es parte de la microbiota oral
normal, sin embargo, esta especie ha cobrado importancia a nivel clinico
debido a su amplio perfil de resistencia frente a varias familias de
antibioticos utilizados en el campo de la odontologia como son (3-lactamicos,
Tetraciclinas y Macrdélidos. Objetivo: Determinar la prevalencia de los genes
de resistencia antibidtica cfxA, cfxA2, blarem , tetM, tetQ y ermF en
aislamientos clinicos orales de Prevotella melaninogenica. Metodologia:
Estudio experimental in vitro. Se evaluaron 341 aislamientos orales de
Prevotella spp y se confirmé la especie P. melaninogenica por PCR
convencional; como control se emple6 ADN de P. melaninogenica ATCC 25845.
La presencia de los genes cfxA, cfxA2, blarem, tetM tetQ y ermF, fue determinada
por PCR convencional. Como controles positivos se emplearon cepas de
referencia productoras de B-lactamasas y cepas de referencia resistentes a amino
glucosidos, tetraciclinas y macrdlidos. Se determinaron asociaciones entre
factores clinicos, sistémicos y fisioldgicos con la presencia de la especie y la
frecuencia de genes de resistencia.

Resultados: De los 341 aislamientos orales de Prevotella spp, se obtuvo una
frecuencia de Prevotella melaninogenica en un 12.3% se observé mayor
frecuencia del gen tetQ en un 26,1% seguido de los genes blarem y tetM los
con una frecuencia de 21,4%. Los genes cfxAZ2, cfxA 'y ermF se encontraron en
una menor frecuencia de 19%, 14.3 % y 11,9% respectivamente. Respecto a
las asociaciones de los genes estudiados con el tipo de muestra, condicion
periodontal y sistémica, se observé una diferencia significativa (p= 0.039) para el
gen ermF en las muestras de hisopado analizadas. Conclusiones: La
prevalencia de genes de resistencia antibidtica en aislamientos clinicos
orales de Prevotella melaninogenica es alta para antibidticos de la familia de
las tetraciclinas, seguido de los - lactdmicos. Estos resultados podrian
asociarse en algunos casos con pobre respuesta a la terapia antibidtica de
primera y segunda eleccién en procesos infecciosos en cavidad oral.

Palabras claves: Prevotella melaninogenica, cavidad oral, Genes de

resistencia antibioética.



ABSTRACT

PREVALENCE OF ANTIBIOTIC RESISTANT GENES cfxA, cfxA2, blarewm,
tetM, tetQ AND ermF IN ORAL ISOLATIONS OF Prevotella melaninogenica

Introduction: P. melaninogenica is a micro-organism which colonises the oral
cavity during first infancy, it is part of the normal micro-biota and it has acquired
clinical relevance due to its ample resistance profile to various antibiotic families
used in dentistry such as B-lactamines, tetracyclines and macrolides. Objectives:
to determine the prevalence of cfxA, cfxA2, blaem , tetM, tetQ and ermF genes
with antibiotic resistance in clinical oral isolations of Prevotella melaninogenica.
Methodology: This was an experimental in vitro study with 341 oral isolations
of Prevotella spp, confirming P. melaninogenica with conventional PCR. DNA
of P. melaninogenica ATCC 25845 was used as control and the presence of cfxA,
cfxA2, blarem , tetM, tetQ and ermF was confirmed with conventional PCR.
Reference cultures producers of B-lactamines and cultures resistant to amino-
glucosides, tetracyclines and macrolides were used as positive controls.

Results: The 341 oral isolations of Prevotella spp yielded a frequency of
Prevotella melaninogenica of 12.3%; a higher frequency of 26.1% of tetQ was
observed, followed by blarem and tetM with a frequency of 21.4%. The cfxA2,
cfxA and ermF genes were found with a lower frequency of 19%, 14.3% and
11.9% respectively. There was a significant difference (p=0.039) regarding the
association of evaluated genes with the type of sample, periodontal and systemic
condition for ermF in the analysed hyssop samples. Conclusions: The
prevalence of antibiotic resistant genes in oral clinical isolations of Prevotella
melaninogenica is high for tetracyclines, followed by B-lactamines antibiotics.
These results could be associated in some cases with a poor response to first and
second choice antibiotic therapy in oral cavity infectious processes.

Keywords: Prevotella melaninogenica, oral cavity,Antibiotic resistant genes.
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INTRODUCCION

La cavidad oral es un habitat ideal para la colonizacién microbiana, se han descrito mas 700
especies bacterianas bien sea microbiota residente o comensal, estos microorganismos
evolucionan e interactian coexistiendo a partir de la agregacién y coagregacién de
diferentes especies, el ambiente de la boca es un entorno en el que las bacterias suelen
intercambiar su material genético (Duppin et al, 2015). El acimulo de biofilm en la
superficie de los dientes puede llevar a un desequilibrio en la abundancia relativa y
composicion microbiana y alterar la respuesta inmunolégica de hospedador, permitiendo
asi que las baterias comensales o patobiontes puedan llegar a ser responsables de
infecciones locales o enfermedades sistémicas (Ruan et al., 2015).

Prevotella, es un género bacteriano que pertenece al complejo naranja de acuerdo con la
clasificacion de Haffajee et al, 2008. Anteriormente clasificada en el género Bacteroides,
pertenecen al filo Bacteroidetes, son bacilos Gram negativos, anaerobios obligados. Este
género se reporta como el mas frecuente en procesos infecciosos polimicrobianos de origen
oral como enfermedad periodontal, abscesos de origen dental o periodontal en estados
cronico y agudos (Xie et al., 2014, Warnkenke et al., 2008).

El género Prevotella spp, presenta una fuerte asociaciébn y/o sinergismos con
microorganismos patégenos orales, comportandose como patégeno putativo y a su vez por
la deteccion frecuente de genes de resistencia relacionados con fracaso de la terapia

antibidtica de primera eleccion en odontologia (Rocas et al., 2013).

Prevotella melaninogenica, por su parte, es una especie de este género que se aisla en
cavidad oral como microbiota normal. Sin embargo, es frecuente detectarla en infecciones
de tejidos blandos, tracto respiratorio, entre otras (Odeh et al., 2000).

En los ultimos afios, se ha informado un aumento constante de la resistencia a penicilinas
especialmente por parte de esta especie (Falagas & Siakavellas. 2000).

El establecimiento de una terapia de manejo a través de la instrumentacién mecanica, el
drenaje y la erradicacion de la fuente de infeccién son procedimientos fundamentales que

se llevan a cabo para controlar con éxito las infecciones polimicrobianas. Sin embargo, este



tratamiento se complementa médicamente con la implementaciébn de una terapia
antimicrobiana generalmente empirica (Islam et al., 2008).

La terapia antibidtica suele realizarse con las principales familias de antibiéticos como son,
B-lactamicos, macrélidos, tetraciclinas, metronidazol y clindamicina, el uso continuo y/o
inadecuado de estos, puede favorecer el desarrollo de resistencia, por presién selectiva en
el genoma microbiano que conduce a la expresion de genes que codifican para resistencia a
estos antibidticos como cfXA4, cfxA2, blatem, tetM, tetQ, ermF respectivamente (Duppin et al.,

2015).

En Colombia existen pocos reportes registrados que permitan conocer la realidad nacional
y magnitud del problema que causa la resistencia antibiodtica a nivel de salud oral (Jaramillo

et al 2008).

Las bacterias han desarrollado resistencia a antibidticos por factores intrinsecos como la
transferencia de genes entre células bacterianas, que pueden ser portados por los
microorganismos sin ser expresados. Sin embargo, por la presion de selectiva que ejercen
los antibidticos sobre estos microorganismos, estas bacterias pueden activar la
transcripciéon de estos genes, favoreciendo la resistencia antibidtica y por tanto la
supervivencia de estas cepas (Aguilar et al., 2012). Por lo que el presente trabajo tiene como
objetivo determinar la prevalencia de genes de resistencia en aislamientos clinicos orales

de Prevotella melaninogenica y asociar su presencia con factores clinicos y sistémicos.



2. MARCO TEORICO

2.1 Microbiota oral

En de la cavidad oral se puede encontrar gran diversidad de especies bacterianas ya sea
microbiota residente o comensal, estos microorganismos evolucionan e interactiian
coexistiendo a partir de la agregacion, coagregacion e intercambio de su material genético
entre diferentes especies (Dupin et al., 2015). El acimulo de biofilm en la superficie de los
dientes puede llevar a un desequilibrio de esta microbiota y alterar la respuesta
inmunolégica del hospedador, permitiendo asi que las bacterias que actian como
comensales y transitorias pueden llegar a ser responsables de infecciones locales como
caries, periodontitis, absceso periapical, absceso periodontal, pericoronitis, pulpitis,
sinusitis, osteitis e infeccion de los espacios aponeuréticos, enfermedades sistémicas
cardiovasculares o infecciones respiratorias (Ruan et al., 2015,Medinaina., 2009). Estas
infecciones suelen ser de tipo polimicrobiano las cuales pueden ser causadas por las
combinaciones de virus, bacterias, hongos, y parasitos, en estas infecciones un
microorganismo actiia como anfitrién a la colonizaciéon por otros microorganismos y en

conjunto pueden causar la enfermedad (Brogden et al., 2005).

Bacterias anaerobias como Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Fusobacterium
nucleatum, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus, Prevotella nigrescens, Prevotella
melaninogenica, Parvimonas micra y Eubacterium nodatum se encuentran asociadas a
infecciones polimicrobianas tales como enfermedades periodontales, abscesos

odontogénicos, infecciones orofaciales (Ruan et al., 2015).

Las biopeliculas ofrecen una excelente oportunidad para estudiar la transferencia de genes
en una poblacién bacteriana que se encuentre asociada a enfermedades. El intercambio
genético permite transferir genes de resistencia a antibidticos, lo que puede dar lugar a

infecciones que no cedan a la terapia instaurada (Tribble., 2010).



2.2 Caracteristicas del género Prevotella spp

Prevotella spp, anteriormente clasificada en el género Bacteroides, son bacilos Gram
negativos, anaerobios obligados. Se clasifican como; bacterias negro pigmentadas (BNP); ya
que forman colonias brillantes y lisas con color gris, marrén claro o negro; y requieren
hemina y menadiona para crecer, Prevotella es un género versatil que se ha observado en
varios nichos, como la cavidad oral, el tracto respiratorio superior, el tracto urogenital

(Ruan et al.,2015).

Se ha detectado con frecuencia Prevotella spp en placa dental de pacientes con
enfermedades periodontales, donde se comportan como patdgenos oportunistas formando
sinergismos con bacterias periodontopatégenas causantes de enfermedad periodontal
(Socransky et al., 1998) asimismo se han descrito altas tasas de resistencia antibidtica en
este género y un gran nimero de fracasos en la terapia antibiética convencional (Falagas &

Siakavellas. 2000, Dupin et al., 2015).

Se ha reportado en literatura que diferentes especies del género Prevotella son las mas
frecuentemente aisladas en los abscesos periodontales; observandose en los resultados de
estos estudios una resistencia elevada a clindamicina y roxitromicina; por lo que se ha
sugerido que el uso de estos antibioticos es inaceptable para la terapia empirica de los
abscesos periodontales (Xie et al,2014). Por esto, los antibidticos deben usarse segun los

genotipos bacterianos y el estado general de los pacientes (Shanghai et al., 2012).

El primer vinculo entre Prevotella spp y la enfermedad periodontal crénica se indic6 desde
1928 con la observacidon de anaerobios Gram negativos pigmentados; (Larsen., 2017). Esta
bien establecido que las bacterias, cuando su abundancia relativa supera los umbrales de
tolerancia, estas se comportan como patobiontes iniciadores importantes y necesarios de
enfermedades infecciosas inflamatorias créonicas como la periodontitis, caracterizadas por
el reclutamiento de neutroéfilos, aumento en citocinas proinflamatorias e induccién de

expresion de metaloproteinasas que median la destruccién de los tejidos conectivos y el



hueso alveolar de manera similar al proceso inducido por bacterias patdgenas

periodontales, favoreciendo un estado disbiotico a nivel de la placa dental (Larsen., 2017).

Un estudio reciente en ratones ha demostrado que Prevotella nigrescens, de manera similar
a P. gingivalis, puede favorecer la enfermedad periodontal; ya que los autores reportan que
Prevotella nigrescens controla la respuesta T helper tipo 17 (Th17) in vitro a través de la
induccién en la produccion de IL-1 por parte de células dendriticas derivadas de médula
0sea en una forma dependiente del receptor Toll-like 2 (TLR2). El papel de Prevotella en la
respuesta inmune mediada por Th17 en la periodontitis esta respaldada por estudios que
vinculan los niveles de IL-1a e IL-1b en el fluido crevicular con la colonizacién de Prevotella

(Larsen., 2017).

Los estudios sugieren que Prevotella puede promover la periodontitis al impulsar el
reclutamiento de neutroéfilos a través de las respuestas inmunitarias Th17. La activacion
crénica de la via Th17 puede mediar en la destruccion de tejidos y huesos porque los
neutrofilos reclutados son incapaces de eliminar las bacterias y promover la resoluciéon de

la inflamacion de los tejidos(Larsen.,2017).

Estudios recientes reportan que, Prevotella nigrescens induce periodontitis en ratones
después de la inoculacidn oral, en consecuencia, los ratones infectados mostraron un inicio
y gravedad acelerada de la artritis, lo que sugiere que Prevotella se puede asociar con estas
entidades (Larsen., 2017). Los estudios actuales sugieren que la Prevotella actia como
patobionte iniciador de disbiosis a nivel de la biopelicula que favorece el inicio de la

periodontitis (Larsen., 2017).

Glirsoy reporta que durante el embarazo la inflamacién gingival aumenta especialmente
durante el segundo trimestre, lo cual favorece el incremento de niveles de P. nigrescens y P.
intermedia en la placa subgingival, debido a las concentraciones elevadas de estradiol y
progesterona durante el embarazo que alteran la calidad de la microbiota subgingival,
favoreciendo el crecimiento de ciertos anaerobios gramnegativos; lo que ademas, puede
causar la activacion de defensa sobre expresada del huésped que conduce a la degradacion

del tejido periodontal a costa de la proteccidn; (Glirsoy., 2012).



Por otra parte, se ha reportado que la especie Prevotella melaninogenica, es un
microorganismo que coloniza la cavidad oral durante la primera infancia (Haraldsson et al.,
2005) se ha encontrado una colonizacidn estable para P. melaninogenica hasta la edad de 3
afnos (Alauzet et al., 2010). La prevalencia de P. melaninogenica entre nifios concuerda con
la presencia de estos microrganismos en la saliva de las madres lo que refleja procesos de
transmision horizontal madre-hijo. Esta especie también ha sido aislada como el principal
colonizador de lugares que presentan inflamacién en cavidad oral de pacientes

adolescentes y adultos (Nadkarni et al., 2015).

Esta especie ha cobrado importancia, debido a que, entre sus factores de virulencia,
producen fosfolipasas, que contribuyen a la hidrdlisis de los fosfolipidos de la membrana
celular (Alauzet et al, 2010), lo cual favorece el desarrollo de procesos infecciosos
diseminados de tipo polimicrobianos (Odeh et al., 2000) como abscesos periodontales
donde ha sido aislado este microorganismo en un 6.4% después de Parvimonas micra

(Gomes et al., 1996).

En la enfermedad periodontal; los factores de virulencia de P. melaninogenica como
hemolisina contribuyen a la progresion de la enfermedad periodontal (Allison & Hillman
1997). Esta bacteria secreta potentes factores de virulencia a través del sistema de
secrecion tipo 9 (T9SS) también encontrado en bacterias del filo Bacteroidetes como P.
gingivalis y T. forsythia, en donde actua secretando factores de virulencia como proteasas y
proteinas de la superficie celular bacteriana lo que aumenta su patogenicidad (Kondo et al.,

2018) (Lasica et al., 2017).

P. melaninogenica ha sido aislada de las muestras que se encuentran asociadas
significativamente con caracteristicas clinicas como mal olor, dolor, inflamacién y dolor en
la percusién dental. En el estudio de Rajaram et al, 2016 aislaron P. melaninogenica del 4%
de las muestras de apertura cameral y en el conducto radicular posterior a la preparaciéon
biomecdanica de estos (Rajaram et al., 2016). El establecimiento de una terapia de manejo a
través de la instrumentacion mecanica, el drenaje y la erradicacion de la fuente de infeccién
son procedimientos fundamentales que se llevan a cabo para controlar con éxito las

infecciones polimicrobianas (Islam et al., 2008).



La especie Prevotella incluidas P. melaninogenica y P. intermedia, se han considerado
tradicionalmente susceptibles a la penicilina y la amoxicilina. La literatura reporta, un
aumento constante de la resistencia a este tipo de antibioticos especialmente por parte de
Prevotella melaninogenica (Falagas & Siakavellas. 2000); por lo que es importante el
monitoreo continuo de la resistencia a antimicrobianos para establecer tratamientos
eficientes para las infecciones causadas por estos microorganismos en la cavidad oral;

(Arredondo et al,2019).

Prevotella y el género Capnocytophaga constituyen la principal fuente de (-lactamasas en la
microbiota oral, entre las especies principalmente productoras de [-lactamasas estan
Prevotella buccae y Prevotella intermedia, seguidas de Prevotella bivia, Prevotella disiens y
Prevotella denticola. La principal enzima tipo betalactamasa producida por estas especies es
cfxA, una cefuroximasa con actividad significativa contra cefalosporinas y monobactamicos,

en lugar de penicilinas (Dupin et al., 2015).

2.3 Antibidticos de uso en odontologia

Los antibidticos se prescriben rutinariamente en la practica dental para uso profilactico o
terapéutico. Se prescriben antibidticos profilacticos para prevenir enfermedades causadas
por la introduccion de miembros de la microbiota oral a sitios distantes o a un sitio local en

un hospedador en riesgo (Sukhvinder et al.,, 2015).

En la mayoria de los casos, la profilaxis se usa para prevenir la endocarditis, mientras que
los antibiéticos terapéuticos se prescriben principalmente para tratar enfermedades de los
tejidos duros y blandos de la cavidad oral después de que el tratamiento mecanico local ha

fallado (Sukhvinder et al., 2015).

Las infecciones orofaciales se originan a partir de infecciones odontogénicas, por lo que la
prescripcion de antibiéticos por parte de los odontélogos se ha convertido en un aspecto
importante de la practica dental. Por esta razon, los antibioticos representan la gran

mayoria de los medicamentos recetados por los odontélogos (Sukhvinder et al., 2015).



Las bacterias que causan infecciones odontogénicas generalmente son saprofitas. La
microbiologia en este sentido es variada y pueden involucrarse multiples microorganismos
con diferentes caracteristicas. Los microorganismos anaerobios y aerdbicos estan
generalmente presentes en la cavidad oral, y numerosas especies aerdbicas causan
infecciones odontogénicas. A pesar de la alta incidencia de estas infecciones, no existen
criterios uniformes con respecto al uso de antibiéticos para tratarlas. Un porcentaje
considerable de dolor de origen dental proviene de infecciones agudas y cronicas causada a
nivel pulpar, que pueden requerir una intervencién quirtrgica, en lugar de antibidticos

(Salako et al.,, 2004).

Las situaciones clinicas que requieren terapia antibiética en base empirica son limitadas e
incluyen infeccién oral acompafnada de temperatura corporal elevada y evidencia de
diseminacidn sistémica, como linfadenopatia y trismo. La celulitis facial, es una enfermedad
grave que debe tratarse con prontitud mediante antibidticos debido a la posibilidad de
propagacion de la infeccién a través de la linfa y la circulaciéon sanguinea, con el desarrollo

de septicemia (Addy et al., 2003).

Las afecciones periodontales inflamatorias crénicas no requieren el uso sistematico de
antibioticos; los antimicrobianos sistémicos solo deben usarse en condiciones
periodontales agudas donde el drenaje o el desbridamiento son imposibles, cuando existe
diseminacion local de la infeccidon o cuando se ha producido diseminaci6n sistémica (Addy

etal, 2003).

Algunos autores consideran que las penicilinas naturales y semisintéticas (amoxicilina) son
las opciones de primera eleccion, otros prefieren la combinacién de amoxicilina y acido
clavulanico debido al aumento de la resistencia a las penicilinas y al bajo nivel de
resistencia bacteriana a esta combinacién, con una acciéon de amplio espectro, perfil

farmacocinético, tolerancia y caracteristicas de dosificacion (Addy et al., 2003).

Sin embargo, la terapia antibidtica en odontologia estd dada principalmente por el uso

clinico de la amoxicilina, seguido por amoxicilina mas acido clavulanico, clindamicina,



azitromicina y metronidazol o el uso de terapias combinadas como metronidazol con
amoxicilina (Arredondo et al.,2019). Siendo la amoxicilina el antibiético de primera elecciéon
para el tratamiento de infecciones dentales. En pacientes alérgicos a la amoxicilina el
antibiético de elecciéon es la clindamicina (Saeed et al, 2010). La constante resistencia
antibiotica por parte de P. melaninogenica a penicilinas y al necesitar un tratamiento rapido
con el fin de evitar la diseminacién de estos microorganismos ha conllevado a elegir como
farmaco de primera eleccion el metronidazol o este en combinacién con amoxicilina,
prescribiendo como alternativa a este la clindamicina (Falagas & Siakavellas. 2000).
Azitromicina y metronidazol han sido utilizados en el tratamiento de pericoronitis, absceso

periodontal y gingivitis ulcerativa necrozante (GUN) (Sukhvinder et al, 2015)

2.3.1 Antibidticos - lactdmicos

Los antibiéticos - lactdmicos cuyo nombre proviene de la presencia de un anillo 8-
lactdmico en su estructura (figura 1) que es esencial en su actividad antimicrobiana, actiian
en la sintesis de pared celular, estas interfieren en las reacciones de transpeptidacién que
sellan los enlaces cruzados peptidicos entre las cadenas de glicanos, gracias a que
interfieren en la accion de la enzima transpeptidasa que forma estos enlaces cruzados
(figura 2). Estos blancos de los - lactamicos se llaman proteinas de union a la penicilina

(PBP) (Champoux et al., 2005).

if VRN _~ CH3

R— CH + NH2 CH CH C

A: Anillo B lactimico
B: Anillo de tiazolidina
R: Cadena lateral
Figura 1. Estructura antibidticos - lactamicos, se observa el niicleo activo de las penicilinas es el dcido 6-

aminopenicildnico, constituido por una estructura f3-lactdmico-tiazolidinica anillada, la cual se une a una cadena
lateral variable (Valdes et al.,, 1998)



Las B-lactamasas son la principal causa de resistencia bacteriana a los antibiéticos [3-

lactamicos. La clasificacion mas utilizada de estas enzimas es la clasificacion Ambler que

divide las B-lactamasas en cuatro clases (A, B, C y D) en funcién a la secuencia de

aminoacidos (Ambler, 1980,Hall y Barlow, 2005, Oztiirk, H., Ozkirimli, E., & Ozgiir., 2015).

Los antibiéticos betalactamicos a menudo se prescriben para tratar estas infecciones. Sin

embargo, se ha reportado en la literatura que muchas bacterias anaerobias orales han

desarrollado resistencia a los antibiéticos B-lactdmicos debido a la producciéon de -

lactamasas; esta resistencia bacteriana a los antibidticos betalactdmicos se ha atribuido a

genes de resistencia, presentes en ADN cromosdémico o plasmidico que pueden transferirse

entre bacterias comensales y patégenas (Ruan et al, 2015).

BETALACTAMICO

A.INHIBICION DE
LA FORMACION
DE LA PARED
CELULAR

B. ACTIVACION
ENDOLISINAS

A1. Competicion entre el betalactamico

y el pentapéptido por la unién con las AZ2. Union covalente

PBP: “gana” el betalactamico por mayor afinidad S estable entre PBP y el
R A@ anillo betalactamico,
(s ”
)
A
35
NAG NP~G FALTA DE FORMACION /
DESTRUCCION DE LA
PARED -> MUERTE
BACTERIANA
_— _—
NAG Nag e N $ o
2 -
'

00

B1. Destruccion enzimatica
del peptidoglicano

o

NAM: Acido N-acetilmuramico; NAG: Acido N-acetilglucosamina: PBP: Penicillin Binding Protein

Figura 2. Mecanismo de accidn de los antibidticos B-lactdmicos.

El anillo betalactamico presenta una similitud estructural con la regién del pentapéptido al

que se unen a las transpeptidasas, por lo que es capaz de unirse a ellas de forma covalente e

impedir asi la formacidn de la pared celular. Tomado de: Suarez et al., 2009.
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2.3.2 Tetraciclinas y macrélidos

En cuanto a las tetraciclinas son antibiéticos que actdan inhibiendo la sintesis de proteinas,
por la unién con la subunidad ribosomal 30S en un punto que bloquea la unién del
aminoacil-tRNA con el sitio receptor en el complejo mRNA-ribosoma (Figura 3). Su efecto es
reversible; son bacteriostaticos y bactericidas en altas dosis (Garcia, Diaz, & Brugueras.,
2003). Las tetraciclinas son agentes con un espectro de actividad que abarca a las especies
patégenas mas frecuentes, incluidos bacilos y cocos Gram positivos y Gram negativos,
aerobios y anaerobios (Champoux et al.,, 2005).

Sitio P Sitio A

aa
N Aminoacil

Cadena @7 :f
) tRNA

polipeptidica ( )
naciente___

I —— Sitio

: transferasa
8 ___Tetraciclina

/]
/

Plantilla
mRNA

Figura 3. Mecanismo de accién de los antibiéticos Tetraciclinas.Las tetraciclinas se unen con la subunidad 308,
bloquean la unién de tRNA con el sitio A y, por tanto, inhiben la sintesis de proteinas (Goodman y Gilman, 2015)

Los macrolidos afectan la sintesis de proteinas en los ribosomas mediante la union de la
subunidad 50S y el bloqueo de la reaccién de translocacion. Su efecto principal es
bacteriostatico (Figura 4) (Champoux et al., 2005). Dentro de este tipo de antibioticos se
encuentra la eritromicina que tiene un espectro de actividad que incluye a la mayoria de la
bacteria de las bacterias patégenas Gram positivas y algunos microorganismos Gram

negativos (Champoux et al.,, 2005).
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Cadena Sitio A

polipeptidica
nacient? - 50S
Sitio P / T ee_

; T

transferasa

Plantilla
mRNA

Figura 4. Mecanismo de accién de los antibiéticos macrélidos. Los macrdélidos se unen a la subunidad 50S y
producen el bloqueo de la reaccién de translocacion (Goodman y Gilman, 2015).

2.3.3 Nitroimidazoles

El metronidazol un antibiético ampliamente usado forma parte del grupo de los
nitroimidazoles, una familia de compuestos con actividad contra bacterias hongos y
parasitos. Para lograr su acciéon antibacteriana requiere reducciéon del grupo nitro. Los
productos de la reduccién actiian sobre la célula en multiples puntos; el mas letal de esos
efectos es la induccidn de rupturas en las cadenas del ADN. El metronidazol tiene actividad
contra gran variedad de microorganismos anaerobios. En la clinica es util para cualquier
infeccion en la que participen agentes anaerobios. Como estas infecciones casi siempre son

polimicrobianas, por lo general se agrega un segundo antibiotico (figura 5).
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Figura 5. Modificado de Ghotaslou et al, Infection, Genetics and Evolution Evolution 64 (2018) 156-163.
(1)Mecanismo del metronidazol, (2) Eflujo de metronidazol, (3) Resistencia mediada por nim, (4) Sobreexpresion
de la proteina RecA, (5)Deficiencia del transportador de hierro ferroso FeoAB.

2.4  Resistencia antibiotica

Para considerar un bacteria susceptible o resistente a cualquier antimicrobiano son
necesarias la valoracidon integral de la actividad antimicrobiana in vitro y de sus
caracteristicas farmacolégicas, asi como la evaluacion clinica. Cualquier agente aprobado
para uso clinico tuvo que haber demostradoin vitrosu capacidad para inhibir el
crecimiento de algunos grupos blancos de bacterias en concentraciones que puedan
alcanzarse con riesgos de toxicidad aceptables, lo que significa que la concentracién
inhibitoria minima (CIM) definida como la concentracién mas baja de un antimicrobiano

que inhibe el crecimiento de un microorganismo, con el cual se puede determinar la
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susceptibilidad de este (Andrews, 2001). Se puede rebasar comodamente con dosis que

siguen siendo tolerables para los pacientes (Champoux et al,, 2005).

Con respecto a los microorganismos, el uso del término susceptible implica que su CIM esta
en un nivel alcanzable en la sangre y otros liquidos corporales apropiados con las dosis
recomendadas. Por lo contrario, resistente, significa que la CIM no se rebasa con los niveles

alcanzables en condiciones normales (Champoux et al., 2005).

Por tanto, la resistencia antibiética natural o intrinseca es una propiedad especifica de las
bacterias, su aparicion es anterior al uso de los antibiéticos y tiene la caracteristica de ser
inherente a al microorganismo como la impermeabilidad, bombas de eflujo, inactivacion,
falta de susceptibilidad de la pared celular o blancos ribosomales (ver Figura.6)
(Champoux et al., 2005; Calderén et al., 2016) o aparecer por mutacién o adquisiciéon de

nuevos genes a través de varios mecanismos como:

- Transduccion: transferencia de cualquier parte de un genoma bacteriano, cuando un
fago atemperado (genoma del virus que se encuentra inserto en el ADN bacteriano)
durante su fase de ensamblaje, encapsula este material. Si el fragmento de ADN que
queda envuelto es totalmente bacteriano se denomina transduccion generalizada y si
solo se encapsula parte del genoma bacteriano, pero se conserva el genoma viral se
habla de transduccidn especializada (Cabrera et al., 2007).

- Conjugacion: transferencia de material genético contenido en plasmidos de una
bacteria a otra a través de una hebra sexual; estos plasmidos usualmente contienen
genes que le confieren resistencia a medicamentos, antisépticos y desinfectantes
(Cabreraetal., 2007).

- Transformacién: transferencia de genes desde un ADN desnudo de una bacteria
previamente lisada a otra que lo recibe y lo incorpora a su genoma (Cabrera et al.,

2007).
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- Transposicion: movimiento de una secciéon de ADN (transposdn) que puede contener
genes para la resistencia a diferentes antibidticos y otros genes casete unidos en

equipo para expresion de un promotor en particular (Cabrera et al., 2007).
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Figura 6: Principales mecanismos de resistencia antibiética en bacterias Gram negativas (Peleg, A. Y.,
& Hooper, D. C,, 2010)

Algunas especies producen concentraciones bajas de enzimas, en particular las f3-
lactamasas de las bacterias Gram negativas (Champoux et al.,, 2005).

Se encuentran también las resistencias adquiridas, las cuales se desarrollan en una especie
que al principio era susceptible, esta resistencia puede ser el resultado de una mutacién o
adquirida por mecanismos de transferencia horizontal de genes mediante algiin mecanismo
de intercambio genético. La resistencia ocurre cuando se produce la mutacién crucial en el
blanco del antimicrobiano o en las proteinas relacionados con el acceso al blanco

(Champoux et al., 2005).
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La transferencia de plasmidos por conjugacion fue el primer mecanismo descubierto para
adquirir nuevos genes de resistencia; los genes de resistencia en los plasmidos pueden
determinar la resistencia a uno o varios antimicrobianos. Después de la conjugacion los
genes de resistencia pueden permanecer en un pldsmido que recupera su forma circular o

se integran en el cromosoma por recombinaciéon (Champoux et al., 2005).

Los transposones que contienen genes de resistencia pueden moverse de un plasmido a
otro o entre un plasmido y un cromosoma. Muchos de los genes de resistencia
transportados en los plasmidos son inserciones de transposén que pueden llevarse junto
con el resto del genoma del plasmido a otra cepa a través de conjugaciéon. Una vez ahi el
transposon es libre de permanecer en el plasmido original o insertarse en uno nuevo

(Champoux et al., 2005).

Otro mecanismos de resistencia, se da a través de transposones por lo que este mecanismo
no se puede descartar ya que se transmiten a través de un elemento genético mévil, la
aparicién y propagaciéon de bacterias productoras de betalactamasas esta impulsado por
varios mecanismos de transferencia de genes horizontales, mediante la comparacién de la
secuencia gendmica de multiples bacterias, esta claro que la transferencia de genes entre
especies, a través de la transferencia génica lateral, se ha producido con mas frecuencia

(Ruan et al, 2015).

2.5 Mecanismos de resistencia antibidtica en Prevotella melaninogenica

Se ha descrito que el género Prevotella funciona como un reservorio de una gran cantidad
de genes asociados con la generacion de resistencia a los antibidticos de eleccion en la
terapia antibiética odontolégica, como son agentes [3- lactamicos por la expresion de los
genes cfxA, cfxA2, blarem, tetraciclinas por la expresion de tetM, tetQ, macrolidos por la

expresion de ermF y el metronidazol por la expresion del gen nim (Rocas et al, 2012).

La resistencia a la penicilina en algunas especies orales como Prevotella melaninogenica,
puede no estar codificada por plasmidos segun lo reportado por Kéndnen et al., 1995 ya

que dentro de su estudio obtuvieron plasmidos de algunos aislamientos de
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P.melaninogenica, pero no encontraron relacién entre estos y la resistencia a la penicilina
por lo cual sugieren que como en algunas cepas de Bacteroides puede ser codificada esta
resistencia dentro del ADN cromosémico. Ademas, estas cepas pueden ser [(-lactamasa-

positiva, y otra fraccién puede ser [3-lactamasa-negativa (Kénonen et al., 1997).

2.5.1 Genes de resistencia a antibidticos (3- lactamicos

Dentro de los principales genes asociados a codificacion de resistencia a los antibidticos [3-
lactdmicos se encuentran cfxA, cfxA2, cfxA3; que codifican para (- lactamasas. Segin
Madinier et al., 2001, reportan que el gen cfxA2, comparte un 98% de identidad con cfxA4, el
gen estructural de una 3-lactamasa descrito en Bacteroides vulgatus (ver fig.7). El gen cfxA2
presenta las caracteristicas de (-lactamasas de grupo A segin Ambler. La alineacién de
secuencia de aminoacidos tiene una sustitucion de acido glutdmico reemplazando a una

lisina en posicion 272 (K272E) (Madinier et al., 2001).

6582bp
- mobA >
MobA-F MobA CfsA-F AR ClxAwpF
-
MobA-R MobA CfxA-R CixA-F  CfxA-wpR
&« « €« €

Figura 7. B- lactamasas cfx4, cfxA2 (Fernandez et al., 2015).

Asi mismo, Binta et al., 2016 reportan que Prevotella spp y Bacteroides spp, son los géneros
bacterianos mayormente productores de 3-lactamasas asociadas a la expresion del gen cfxA
con el 43% y el 75% de prevalencia, respectivamente. La presencia de estos genes en los
comensales orales siempre es motivo de preocupacidn, ya que esta resistencia se puede
propagar a patégenos. La transferencia horizontal de genes podria explicar la propagacién
de secuencias genéticas estrechamente relacionadas entre estas especies

periodontales. Aunque el gen cfxA3 se ha encontrado principalmente
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en Capnocytophaga spp; también se ha reportado en Prevotellay Bacteroides spp.
Adicionalmente se ha descrito una nueva variante alélica del gen cfxA llamada cfxA6 en

Prevotella spp nunca antes reportada (Binta, 2016; Fernandez et al., 2015).

2.5.1.1 Gen blaTEM

Segun Livermore, 1995, las B-lactamasas de tipo TEM se encuentran diseminadas en
bacterias Gram negativas y pueden atacar varios antibidticos $-lactamicos. La resistencia a
antibiéticos betalactdmicos en bacterias orales, a través de la produccién de 3-lactamasas,
se ha encontrado frecuentemente reportada. El gen de resistencia a antibiéticos mas
prevalente entre los aislamientos endodénticos estudiados fue blarem, que se encontré con
una prevalencia del 17% de las cepas. En este mismo articulo el autor referencia a
Jungermann et al, 2011. Quienes reportaron que blarem en su estudio fue el gen de
resistencia a antibioticos mas frecuente detectado en el 33% de las muestras de infecciones

endodoénticas (Rbcas y Siqueira, 2012).

2.5.2 GentetQytetM

Muchas cepas de Prevotella contienen el gen de resistencia a tetraciclina tetQ, un gen de
proteccion ribosomal, este es muy similar al gen presente en Bacteroides intestinales. Los
elementos de transferencia genética principalmente encontrados son transposones, los
identificados en Prevotella son relativamente pequefios y parecen utilizar una enzima
transposasa de la familia IS21. En Prevotella para tetQ estos elementos pueden ser similares
en el mecanismo a los de los Bacteroides y utilizar un mecanismo de transferencia de ADN
proporcionado por la célula hospedadora. Sin embargo, este mecanismo ain no se ha

identificado (Tribble, 2010).

Por otra parte, el gen TetM segun los reportes actia desalojando la tetraciclina de su sitio de
unién en el ribosoma, al alterar la interaccion entre el anillo D aromatico de la tetraciclina y

la base que la compone (Dénhofer., et al 2012).
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2.5.3 Gen ermF

El gen ermF ha sido detectado en un 13% en Prevotella spp, este es el mas extendido en
anaerobios en transposones conjugativos. Adicionalmente la tasa de resistencia de la

clindamicina puede también verse afectada por la prevalencia de expresién de ermF (Tran

etal, 2013).

Arzese et al, 2000 refiere en su articulo que la resistencia a eritromicina es conferida por
elementos ERL, y dentro de su estudio las especies de Prevotella que estudié fueron ermF-
positivos, aunque la expresién de la resistencia a eritromicina no se asocié

consistentemente con la deteccion de este gen (Arzense et al, 2000).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso continuo y/o inadecuado de los antibidticos puede favorecer el desarrollo de
resistencia, mediada por la expresion de genes que pueden ser transferidos entre otras
especies de bacterias residentes, transitorias y patdégenas mediante transferencia
horizontal; ademas estos genes que codifican factores de virulencia facilitan su persistencia
y supervivencia en entornos complejos por cooperacidn bacteriana inter especie (Ruan et
al., 2015). Se ha demostrado que la microbiota de la cavidad oral, sirve como reservorio de
una gran cantidad de genes asociados con resistencia a los antibioticos, es asi como
Prevotella spp, ha cobrado gran importancia clinica, pues se ha reportado la presencia de
diversos genes como CfxA, CfxAZ2, blatem Tet Q, TetM y ermF, los cuales codifican para varios
mecanismos de la inactivacién e interrupciéon de acciéon de antibidticos. Entre estos
mecanismos mas frecuentes, la produccidon de enzimas capaces de degradar antibidticos de
primera eleccion y relevancia en la terapia antibiética odontoldgica, como los agentes 3-

lactamicos, tetraciclinas y macrolidos (Xie et al., 2014).

Se ha detectado con frecuencia Prevotella spp en placa dental de pacientes con
enfermedades periodontales, donde se comportan como patobiontes que alteran el
microambiente local y cooperan de manera sinérgica con bacterias periodontopatégenas
causantes de enfermedad (Socransky et al., 1998) asi mismo se han descrito altas tasas de
resistencia antibidtica en este género y un gran nimero de fracasos en la terapia antibiotica

convencional (Socransky et al., 1998).

P. melaninogenica es un microorganismo que coloniza la cavidad oral durante la primera
infancia (Haraldsson et al., 2005). Es parte de la microbiota oral normal, sin embargo,
asociada con otros microorganismos en la placa dental puede llegar a favorecer en inicio y
ayudar a la progresion de la enfermedad periodontal e infecciones diseminadas que surgen
en la cavidad oral, ha sido reportada como una especie predominante detectada en abscesos

periodontales (He et al., 2012). Sin embargo, hay poca evidencia cientifica y existe un vacio
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en el conocimiento sobre el entorno genético y la presencia de genes de resistencia

antibiotica en esta especie, que pudiera contribuir a la patogenicidad del microorganismo.

En odontologia, los antibiéticos mas utilizados son los [-lactdmicos, macrélidos,
tetraciclinas, metronidazol, clindamicina. La terapia antibi6tica de eleccién en odontologia
son los antibiéticos B-lactamicos. Sin embargo, se ha reportado resistencia a esta familia de
antibidticos en especies de Prevotella que provienen de infecciones orales (Ashimoto et al,
1996); es importante resaltar que existe muy poca investigacion relacionada con resistencia
antibidtica en microorganismos de la cavidad oral, literatura disponible no es actual y
presenta ciertas limitaciones, dejando de lado la posibilidad de detectar la presencia de

dichos genes de resistencia en aislamientos orales de individuos incluso oralmente sanos.

La carencia de reportes de literatura cientifica puede ser un indicio del escaso seguimiento
de las tasas de resistencia antibiética en microorganismos de la cavidad oral, esta ausencia
es posible observarla a nivel mundial como también en paises de nuestro continente,
incluyendo Colombia, situaciéon que es preocupante teniendo en cuenta que no existen
normas actuales de vigilancia antibiotica en bacterias de cavidad oral vigentes y la venta
laxa de antibidticos es cada vez mas frecuente, por otra parte, en el mundo la importancia
del manejo farmacoldgico en el tratamiento de infecciones en el campo odontoldgico es
también preocupante y el creciente aumento en el consumo excesivo e indebido de
antibiéticos reportado en poblaciones de diferentes paises del mundo también ha

incrementado (Ioannidis et al.,2009).

Por lo anterior es fundamental conocer la prevalencia de los principales genes de
resistencia circulantes en aislamientos de P. melaninogenica presentes en nuestra poblacion
y que contribuyen al fracaso terapéutico de los antibidticos de eleccion en la terapia
empirica. En Colombia actualmente, no existe un seguimiento ni vigilancia de la resistencia
antibiotica en bacterias orales. La evidencia actual, aunque existe es poca. Sin embargo, los
reportes registrados permitan abrir un panorama de la realidad nacional y magnitud del

problema que causa la resistencia antibio6tica a nivel de salud oral.
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4. JUSTIFICACION

El conocimiento acerca de la resistencia de bacterias orales a los antibidticos es limitado.
Microorganismos como Prevotella spp, cobran importancia por su habilidad para funcionar
como reservorio de genes de resistencia antibidtica y capacidad para transferir material

genético entre organismos que co-existen en el entorno oral (Tribble et al., 2010).

Se ha reportado la frecuente presencia de genes que confieren a este género la resistencia
hacia las principales familias de antibiéticos, cominmente utilizados en el tratamiento de
infecciones odontoldgicas, como lo son los [(-lactamicos, tetraciclinas, macrélidos y
metronidazol (Ioannidis et al., 2009). En Colombia, segtin Veloo et al., 2012 confirman que
en Prevotella melaninogenica, frecuentemente se detectan altas tasas de resistencia a

antibioticos como clindamicina (22%) (Veloo et al., 2012).

El desconocimiento en la apropiada prescripciéon antibiética y la falta de soporte en la
evidencia cientifica frecuentemente conduce a la prescripciéon antibiética empirica sin
considerar factores importantes como la dosis adecuada, espectro especifico y especificidad
de acuerdo al proceso infeccioso y el agente etiolégico para un correcto tratamiento. La
constante e improvisada exposicion de la bacteria al muy probable equivocado antibiético
lleva a que exista una permanente presidn selectiva en el genoma bacteriano favoreciendo
la activacién transcripcional de genes y/o adquisicion de nuevos genes adaptados al

entorno infeccioso.

En Colombia, existe poca evidencia y no se realiza seguimiento ni vigilancia del perfil de
resistencia de microorganismos orales. En estudios previos realizados en el instituto UIBO,
se ha reportado el perfil susceptibilidad antimicrobiana en algunas bacterias orales.
(Echeverri et al., 2000; Jaramillo et al 2008). Sin embargo, no existen estudios actuales y
poco se conoce sobre la prevalencia de genes asociados a resistencia antibiética en

aislamientos de P. melaninogenica.
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Los microorganismos de la cavidad oral incluyendo P. melaninogenica, cada vez cobran
mayor interés clinico debido a su frecuente reporte en el mundo sobre la presencia de
genes de resistencia antibiotica, lo cual es preocupante por la importancia de la terapia
farmacolégica complementaria al tratamiento odontoldgico (Brook et al.,, 2013; Iwahara et
al, 2006). Por lo anterior conocer la frecuencia de genes asociados a resistencia en
aislamientos orales de P. melaninogenica ampliamente detectada en procesos infecciosos
polimicrobianos diseminados permitira a futuro desarrollar e implementar guias de manejo

antimicrobiano que contribuyan a la apropiada prescripcién antibiotica.
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5.SITUACION ACTUAL EN EL AREA DE INVESTIGACION

En la cavidad oral se pueden encontrar gran diversidad de especies bacterianas, un
desequilibrio de esta microbiota y alguna falla en la respuesta inmunolégica del
hospedador, permite que estos microorganismos sean responsables de infecciones locales o
enfermedades sistémicas. El tratamiento de estas infecciones generalmente se hace con las
principales familias de antibiéticos. por lo que es importante resaltar que el uso continuo o
no adecuado de estos farmacos puede favorecer el desarrollo de resistencia, a partir de
genes, que generalmente se encuentran en transposones, que se diseminan mediante la

transferencia horizontal (Ruan, 2015).

Prevotella melaninogenica en asociacion con otros microorganismos puede llegar a causar
enfermedad periodontal e infecciones diseminadas que surgen en la cavidad oral, ha sido
reportada como una especie predominante detectada en abscesos periodontales de
pacientes (He et al., 2012). Sin embargo, no se evidencia literatura suficiente que brinde

informacién sobre este microorganismo.

La resistencia antibiotica reportada en Prevotella spp, ha direccionado el enfoque a estudios
que evaluan los genes que confieren resistencia a antibioticos de uso cada vez mas
frecuentes y fundamentales en interacciones orales como el metronidazol, tetraciclina o
eritromicina, antibioticos de gran importancia en el tratamiento farmacolégico en la terapia
periodontal. En estos microorganismos se ha venido reportando presencia de genes de
resistencia, capaces de generar la inactivacién del antimicrobiano tales como Tet Q y Tet M,
entre otros (Ioannidis et al., 2009). Algunos genes de resistencia antibidtica en Prevotella
spp, se han evaluado hasta el momento principalmente contra antibiéticos [3-lactdmicos, tal
vez por su uso como antibiéticos de primera linea en el tratamiento de infecciones orales,
aumentando de esta manera la posibilidad de generar mecanismos de resistencia a este
antibiético especialmente por la presencia de genes, cfxA, cfxA2 y blarem (Iwahara et al.,

2006).

En Japon Xie et. al, 2014 evaluaron los genes asociados con resistencia antibiotica a

macrolidos en microorganismos anaerobios aislados de abscesos periodontales. La
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roxitromicina fue el antibi6ético macrdlido evaluado detectando (31,7%) de la resistencia en
las bacterias analizadas. De estas bacterias, en el género Prevotella spp. se reportoé el gen

ermF en un (68%) (Xie et al.,, 2014).

El estudio realizado en Colombia de Ardila et al, 2010 se evalud la susceptibilidad
antibiotica de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, F. nucleatum, P. intermedia y P.
melaninogenica a antibidticos como amoxicilina, clindamicina y metronidazol, en donde se
observaron altos niveles de susceptibilidad antibidtica de P. gingivalis y A.
actinomycetemcomitans ha amoxicilina y metronidazol, como también se observ6 una alta
frecuencia en la resistencia a clindamicina en P. gingivalis, P. intermedia, P. melaninogenica y

F. nucleatum (Ardila et al., 2010).

Actualmente se han venido realizando reportes sobre del aumento de resistencia
antibiética, dependientes de las politicas de venta de los antibiéticos. En América del sur,
existe muy poco reportado acerca de los perfiles de susceptibilidad, microorganismos y

genes de mayor distribucién en la poblacién suramericana (Bricefio et al, 2009).

Colombia, no existe un seguimiento ni vigilancia, situaciéon que es preocupante teniendo en
cuenta las caracteristicas de consumo de antibiéticos de nuestra poblacién, ademas de la
importancia del manejo farmacolégico en el tratamiento de infecciones en el campo
odontolégico y el creciente aumento en el consumo excesivo de antibioticos ha dado lugar
al acrecentamiento de la resistencia antibidtica en bacterias orales. Ademas, no existen
reportes registrados que permitan conocer la realidad nacional y magnitud del problema

que causa la resistencia antibidtica a nivel de Salud Oral.

Lo anterior muestra un vacio importante en la investigacidn relacionada con la resistencia
antibiética de bacterias orales, que pudieran estar funcionando como reservorio y
mecanismo de transmisiéon de genes de resistencia antibiética y por tanto fracaso de la

terapia antibiotica en procesos infecciosos de origen odontogénico.
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6.1

6.2

6. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la prevalencia de los genes de resistencia antibidtica cfx4, cfxA2, blarem,

tetM, tetQ y ermF en aislamientos clinicos orales de Prevotella melaninogenica.

Objetivos especificos

Determinar la frecuencia de Prevotella melaninogenica en aislamientos clinicos
orales de Prevotella spp.

Asociar factores clinicos (diagnostico periodontal), sistémicos y fisiologicos
(embarazo, artritis reumatoide), edad (infancia, adolescencia y adulto) con la
presencia de Prevotella melaninogenica.

Identificar los genes de resistencia antibidtica cfxA, cfxA2, blatem, tetM, tetQ y ermF
en aislamientos de Prevotella melaninogenica.

Asociar factores clinicos (diagndstico periodontal), sistémicos y fisiologicos
(embarazo, artritis reumatoide), edad (infancia, adolescencia y adulto) con los
genes de resistencia antibidtica cfxA, cfxA2, blaTEM, tetM, tetQ y ermF en

aislamientos de Prevotella melaninogenica.
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7 METODOLOGIA DEL PROYECTO

7.1 Tipo de estudio

Estudio observacional descriptivo in vitro

7.2 Poblacién y muestra

7.2.1 Aislamientos clinicos orales de Prevotella spp identificados de pacientes de las clinicas
odontolégicas de la Universidad El Bosque y recolectadas que asistieron entre en el periodo
de 2005 a 2016 y de los cuales se cuanta con un banco de ADN previamente extraido y
conservado a -20°C en el Laboratorio de Microbiologia Oral del Instituto-UIBO, fueron
empleado para la identificacién de Prevotella melaninogenica y los genes de resistencia

cfxA, cfxA2, blatem, tetM, tetQ 'y ermF.

7.3 Métodos y técnicas para la recoleccion de la informacion

Basados en la secuencia del gen 16S rRNA de Prevotella melaninogenica, se disefiaron en
este estudio los primers para la estandarizacién de la PCR e identificacion de la especie P.

melaninogenica.

7.3.1 PCR convencional para identificacion de P. melaninogenica

La identificacion de Prevotella melaninogenica se llevd a cabo en una mezcla de reaccion
que contiene buffer de PCR 1X (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI (pH 9,0a 25°C), 1.5 mM MgCI2 y
0.1% de Triton® X-100), 0.125U de Taq DNA polimerasa (Promega), 2.5 mM MgClz, 0.1mM
de cada desoxirribonucleotido y 0.6uM de cada Primer.

Los ciclos de temperatura se llevaron a cabo en un termociclador (MyCyclerTM Termal
Cycler, Bio-Rad) iniciando con un ciclo a 95°C durante 5 minutos, luego 35 ciclos de: 95°C

por 1 min, 60°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto y un ciclo final de 72°C durante 5
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minutos. Como control positivo se emple6 ADN de la cepa de referencia de Prevotella

melaninogenica ATCC 25845 y como control negativo agua grado molecular estéril.

Los productos se separaron electroforéticamente y el gel de agarosa al 1.5% se tifi6 con
bromuro de Etidio a una concentracién de al 0,5 pg/mL y se visualiz6é en un documentador
GelDoc (BioRad). Las secuencias de primer para la amplificacion de Prevotella

melaninogenica se reportan en la tabla 1.

Los aislamientos identificados como P. melaninogenica, se utilizaron para identificar los

genes de resistencia cfxA, cfxAZ2, blatem, tetM, tetQ y ermF por medio de PCR convencional.

7.3.2 Deteccidn del gen de resistencia cfxA, cfxA2, blatem, tetM, tetQ y ermF
Para la identificaciéon de los genes de resistencia por PCR, se emplearon los primer

reportados en tabla 1.

Tabla 1. Secuencia de primers y condiciones de amplificacién utilizados para los genes cfxA,

cfxA2, blartem, tetM, tetQ y ermF.

Gen Secuencia de Primers Longitud en pb Autor

P.mel F:5- TACAATGGAGAGTTTGATCC- 3’ 1453 Disenado en este estudio
R: 5- CGATCCTTGCGGTCACGGAC-3’

cfxA F: 5- GCAAGTGCAGTTTAAGATT- 3’ 934Pb Fosse et al.2002
R: 5- GCTTTAGTTTGCATTTTCATC-3’

cfxA2 F: 5- CAAAGYGACAAYAATGCCTGCG - 37 426Pb Fosse et al.2002
R: 5-TSACGAAGRCGGCWAT -3’

blarem  F: 5-ATGAGTATTCAACATTTCCG - 37 858Pb loannidis et al. 2009
R: 5-CCAATGCTTAATCAGTGAGG-3’

tetM F: 5-GACACGCCAAGGACATATGG - 3’ 397Pb Lacroix et al. 1995
R: 5-TGCTTTCCTCTTGTTCGAG -3’

tetQ F: 5-GGCTTCTACGACATCTATTA - 3° 755Pb Lacroix et al. 1996
R: 5"-CATCAACATTTATCTCTCTG -3”

ermF F: 5- TTTCGGGTCAGCACTTTACTA- 3’ 476Pb Reig et al. 2000
R: 5-ACTTTCAGGACCTACCTCATA-3’

Modificado de: Acevedo T, Hernandez A. Deteccion de genes de resistencia antibidtica CfxA, CfxA2,
blareu, tetM y tetQ en aislamientos orales de Prevotella intermedia y Prevotella nigrescens [Tesis

pregrado]. Bogota: Universidad El Bosque; 2017.

28



La deteccion del gen cfxA fue realizada como lo describe Fosse et al.2002 con
modificaciones. La reaccion se llevé cabo en una mezcla de reaccién que contiene buffer de
PCR 1X, (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 9.0 a 25°C), MgCl2 1.5 mM 0.1% de Triton® X-
100, 0,125 Ul de Taq DNA polimerasa (Promega), dNTPs 2,5 mM y primer 0,5uM. Los ciclos
de temperatura se realizaron en un termociclador (MyCycler™ Termal Cycler, Bio-Rad)
incluyendo un paso inicial de 95°C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de: 95°C por 30
segundos, 60°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto y un paso final de 72°C durante 5
minutos. Se empleé como control positivo de Bacteroides fragilis ATCC 25285 y un control
negativo agua grado molecular estéril. Los productos de la PCR se separaron
electroforéticamente en gel de agarosa al 1,5% y su visualizacién se hizo mediante tincion
con bromuro de etidio con una concentracion de 0,5 pg/mL para ser posteriormente leido
en un fotodocumentador GelDoc de Bio-Rad, esperando un producto de amplificaciéon de

934pb para cfxA.

Para la deteccién del gen cfxA2, se sigui6 el protocolo descrito por Fosse et al.2002 con
modificaciones, la reaccion se llevé cabo en una mezcla que contiene buffer de PCR 1X, (50
mM KCl, 10 mM Tris-HCI (pH 9.0 a 25°C), MgCl2 1.8 mM 0.1% de Triton® X-100, 0,125 Ul de
Taq DNA polimerasa (Promega), dNTPs 2,5 mM y primer 0,5uM. Los ciclos de temperatura
se realizaron en un termociclador (MyCycler™ Termal Cycler, Bio-Rad) incluyendo un paso
inicial de 95°C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de: 95°C por 30 segundos, 55°C por
1 minuto y 72°C por 1 minuto y un paso final de 72°C durante 5 minutos. Se empleé como
control positivo Bacteroides fragilis ATCC 25285 y control negativo agua grado molecular.
Los productos de la PCR se separaron electroforéticamente en gel de agarosa al 1,5% y su
visualizacion se hizo mediante tincién con bromuro de etidio a una concentracion de al 0,5
ug/mL para ser posteriormente leido en un fotodocumentador GelDoc de Bio-Rad, el

producto esperado fue de 426pb.

La deteccion del gen blarem fue realizada siguiendo el protocolo descrito por loannidis et al.
2009 con modificaciones. La reaccion se llevé cabo en una mezcla que contiene buffer de
PCR 1X, (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI (pH 9.0 a 25°C), MgClz 1.5 mM 0.1% de Triton® X-
100, 0,125 Ul de Taq DNA polimerasa (Promega), dNTPs 0,2 mM y Primer 0,5uM. Los ciclos

de temperatura fueron llevados a cabo en un termociclador (MyCycler™ Termal Cycler, Bio-
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Rad) incluyendo un paso inicial de 95°C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de: 90°C
por 30 segundos, 55°C por 1 minuto y 72°C por 2 minuto y un paso final de 72°C durante 10
minutos. Se empleé como control positivo ADN de E. coli ATCC 25922 y control negativo
agua grado molecular. Los productos de la PCR se separaron electroforéticamente en gel de
agarosa al 1,5% y visualizé mediante tincién con bromuro de etidio a una concentracién de
al 0,5 pg/mL para ser leido en un fotodocumentador GELDoc de Bio-Rad. El producto de

amplificacion esperado fue de 858pb.

La detecciéon del gen tetQ se desarrolld como lo describe Lacroix et al 1995 con
modificaciones. La reaccion se llevo a cabo en una mezcla que contiene buffer de PCR 1X,
(50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 9.0 a 25°C), MgClz 3,0 mM 0.1% de Triton® X-100, 0,125
Ul de Taq DNA polimerasa (Promega), dNTPs 1,0 mM y Primer para una concentracién final
de 1,17puM. Los ciclos de temperatura se llevaron a cabo en un termociclador (MyCyclerTM
Termal Cycler, Bio-Rad) incluyendo un paso inicial de 95°C durante 5 minutos, seguido de
35 ciclos de: 94°C por 30 segundos, 50°C por 1 minuto y 72°C por 2 minutos y un paso final
de 72°C durante 40 segundos. Se utilizé como control positivo la cepa de referencia de
Bacteroides fragilis ATCC 25285y como control negativo agua grado molecular. Los
productos de la PCR se separaron electroforéticamente en gel de agarosa al 1,5% y
visualizaron mediante tincion con bromuro de etidio a una concentracién de al 0,5 pg/mL
para ser leido en un fotodocumentador GELDoc de Bio-Rad. El producto esperado fue de

755pb.

La deteccion del gen tetM se desarroll6 como lo describe Lacroix et al. 1995 con
modificaciones., . La reaccidén se llevé a cabo en una mezcla que contiene buffer de PCR 1X,
(50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI (pH 9.0 a 25°C), MgClz 1.5 mM 0.1% de Triton® X-100, 0,2 UI
de Taq DNA polimerasa (Promega), dNTPs 0,25 mM y primer 0,5uM. Los ciclos de
temperatura se llevaron a cabo en un termociclador (MyCyclerTM Termal Cycler, Bio-Rad)
incluyendo un paso inicial de 94°C durante 4 minutos, seguido de 35 ciclos de: 94°C por 1
minuto, 60°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto y un paso final de 72°C durante 5 minutos.
La cepa de referencia de Bacteroides fragilis ATCC 25285y como control negativo agua
grado molecular (Acevedo & Hernandez, 2017). Los productos de la PCR se separaron

electroforéticamente en gel de agarosa al 1,5% y visualizaron mediante tinciéon con
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bromuro de etidio a una concentraciéon de al 0,5 pg/mL para ser leido en un

fotodocumentador GELDoc de Bio-Rad. EL producto esperado fue de 397pb.

La deteccion del gen ermF se realiz6 como lo describe Reig et al. 2000 con modificaciones.
La reaccion se realizé en una mezcla que contiene buffer de PCR 1X, (50 mM KCI, 10 mM
Tris-HCl (pH 9.0 a 25°C), MgClz 2 mM 0.1% de Triton® X-100, 0,2 Ul de Taq DNA
polimerasa (Promega), dNTPs 1,25 mM y primer 1,0uM. Los ciclos de temperatura se
llevaron a cabo en un termociclador (MyCycler, Termal Cycler, Bio-Rad) realizando un paso
inicial de 95°C durante 1 minuto, seguido de 95°C durante 30 segundos, 52°C por 30, 72°C
por 30 segundos con 35 repeticiones de este ciclo y un paso final a 72°C por 5 minutos.
Como control positivo se emple6é DNA de Bacteroides fragilis ATCC 25285 para ermF'y como
control negativo agua grado molecular estéril. Los productos de la PCR se separaron
electroforéticamente en gel de agarosa al 1,5% y se visualizaron mediante tincién con
bromuro de etidio a una concentraciéon de al 0,5 ug/mL leido en un fotodocumentador

GELDoc de Bio-Rad. El producto de amplificacion esperado fue de 476pb.

7.4 Plan de tabulacién y andlisis.

Se realizé una estadistica descriptiva donde se establecieron frecuencias absolutas y
relativas de la especie Prevotella melaninogenica con respecto a la muestra total. Se realiza
un analisis por Chi-cuadrado para establecer asociaciones entre Prevotella melaninogenica y
factores clinicos (diagnoéstico periodontal), sistémicos y fisioldgicos (embarazo, artritis
reumatoide), edad (infancia, adolescencia y adulto). Se establecen las frecuencias absolutas
y relativas de los genes de resistencia de Prevotella melaninogenica y se establecen
asociaciones con factores clinicos, sistémicos y fisiologicos y edad. Para confirmar
asociaciones se realizan modelos de regresion logistica para Prevotella melaninogenica y
para genes de resistencia como variables dependientes. Se utiliza el paquete estadistico
STATA version 11 para Windows, todos los analisis se hacen con un nivel de significancia

del 5%.
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8 CONSIDERACIONES ETICAS

El presente proyecto de investigacion no realiza experimentaciéon en humanos, animales ni
organismos genéticamente modificados. Se acoge a las disposiciones vigentes para
investigacion basica in vitro. Esta investigacidn es una experimentacion en el laboratorio y
se utilizardan aislamientos clinicos de Prevotella spp almacenadas en el cepario del
Laboratorio de Microbiologia Oral del instituto UIBO (Unidad de investigacién Basica Oral)
conservados a - 80°C en caldo BHI (Infusiéon Cerebro Corazén) con 10% de glicerol. Las
bacterias utilizadas son consideradas recurso genético que no requiere de comité de ética
si no de la licencia ambiental otorgada por la Autoridad Nacional de Licencias Ambientales
(ANLA), la cual esta siendo gestionada por la Universidad El Bosque. Las bacterias que se
usaran en este estudio representan un riesgo menor al minimo para la salud humana.
Todos los experimentos seran realizados siguiendo las normas cientificas, técnicas y
administrativas para la investigacion en salud, resoluciéon No 008430 de 1993 del

ministerio de salud.
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9. RESULTADOS

Frecuencia de P melaninogenica en aislamientos clinicos orales

A partir de 341 aislamientos orales de Prevotella spp almacenados en cepario del
Laboratorio de Microbiologia Oral del Instituto UIBO se realizé la identificacion de P.
melaninogenica por PCR convencional, donde se obtuvieron 42 aislamientos confirmados
para esta especie, los 299 aislamientos restantes se consideraron Prevotella spp. La tabla 3

presenta la frecuencia de P. melaninogenica en los aislamientos orales de Prevotella spp.

Tabla 2. Frecuencia de P. melaninogenica en los aislamientos orales de Prevotella spp.

Bacteria Frecuencia (%)
P. melaninogenica 42 (12.3)
Prevotella spp. 299 (87.6)
Total de aislamientos 341 (100)

La figura 8 corresponde a una de las electroforesis realizadas para la identificacion de

P.melaninogenica en donde se observan la mayoria de resultados positivos.
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Figura8. Electroforesis de productos de PCR para identificaciéon de P. melaninogenica. Carril 1 marcador
de peso molecular (Hyperladder 50pb); carril 2,3,4,5,6,10,11,12,14,15,16,17,18: muestras positivas para
P. melaninogenica; carril 7,8,9,13: muestras negativas para P. melaninogenica; carril 19: control positivo

(P. melaninogenica ATCC 25845); carril 20 : control negativo.

33



Frecuencia de genes de resistencia detectados en aislamientos de P. melaninogenica

Posterior a la identificacion de P. melaninogenica, se realiz6 la identificacién para los 42
aislamientos de los genes de resistencia cfxA, cfxA2, blarem, tetM, tetQ y ermF. Donde se
observ6 mayor frecuencia del gen tetQ en un 26,1% seguido de los genes blaremy tetM los
cuales presentaron una frecuencia de 21,4%. Los genes cfxA y ermF se encontraron en una

menor frecuencia de 14.3 % y 11,9% respectivamente.

Tabla 3 Frecuencia de los genes cfxA, cfxA2, blam., tetM, tetQ y ermF en aislamientos de

P.melaninogenica.
Bacteria n cfxA cfxA2 blarem tetM tetQ ErmF
F(%) F(%) F(%) F(%) F(%) F(%)
42 6(14.3) P 9(214) 9(21.4) 11(26.1)  5(11.9)

P. melaninogenica

Con respecto a la asociacidn entre genes de resistencia con tipo de muestra (Placa, hisopado
y saliva), Condicion periodontal y condicion sistémica. El analisis se realizo mediante la

prueba de Chi cuadrado/ exacta de Fisher siendo un resultado significativo < 0.05.

En cuanto a los andlisis de asociaciones entre cada uno de los genes estudiados, el tipo de
muestra, la condicidon periodontal y sistémica de los pacientes se observéd una diferencia
significativa (p= 0.039) para el gen ermF en las muestras de hisopado analizadas, como se

puede observar en la tabla 4.
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Tabla 4 Asociacion entre genes de resistencia con tipo de muestra (Placa bacteriana,
hisopado y saliva).

Tipo de muestra

Gen n  Placa bacteriana F (%) Hisopado F (%) Saliva F (%) p
oA 6 1(16.6) 1(16.6) 4 (66.6) 0.987
ofx42 8 2 (25.0) 3 (37.5) 3 (37.5) 0.149
blarem 9 0 (0.0) 1(11.1) 8(88.8) 0.186
ermF 5 0(0.0) 3 (60.0) 2 (40.0) 0.039*
tetQ 11 1(9.0) 2 (18.1) 8 (72.7) 0.710
tetM 9 1(11.1) 3(33.3) 5 (55.5) 0.455

Prueba de Chi cuadrado/ exacta de Fisher
Significativo p* < 0.05
No se encontré diferencia significativa en los genes analizados de acuerdo al diagnostico

periodontal que presentaban los pacientes, como se puede observar en la tabla 5.

Tabla 5. Asociacion entre genes de resistencia y condicidon periodontal.

Diagnéstico periodontal

Gen n Sano F (%) Gingivitis F (%) Periodontitis F(%) p
ofxA 6 5(83.3) 1(16.6) 0 (0) 0.700
X2 8 6(75.0) 2 (25.0) 0 (0) 0.214
blarsy 9 7(77.7) 2 (22.2) 0(0) 0.277
ermF 5 4(80.0) 1(20.0) 0 (0.0) 0.623
tetQ 11 10 (90.1) 1(9.0) 0 (0.0) 0.684
tetM 9 8 (88.8) 1(11.1) 0 (0.0) 0.745

Prueba de Chi cuadrado/ exacta de Fisher

Significativo p* < 0.05
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No se observaron diferencias significativas en la asociacion realizada para cada uno de los
genes estudiados respecto a la condicidn sistémica que presentaban los pacientes.

Tabla 6. Asociacidn entre genes de resistencia con Condicion sistémica.

Condicion sistémica

Gen n Sin condicién F (%) LPH F (%) Artritis F(%) Gestante F (%) p
ofxA 8 6(75.0) 1(12.5) 0 (0.0) 1(12.5) 0421
ofxA2 8 6(75.0) 1(12.5) 0 (0.0) 1(12.5) 0421
blarem 9 5(55.5) 0 (0.0) 2 (22.2) 2 (22.2) 0.109
ermF 5 4(80.0) 0 (0.0) 0(0.0) 1(20.0) 0.277
tetQ 11 5 (45.4) 4(36.3) 1(9.0) 1(9.0) 0.348
tetM 9 4 (44.4) 3 (33.3) 2 (22.2) 0 (0.0) 0.461

Prueba de Chi cuadrado/ exacta de Fisher: Significativo p* < 0.05

LPH: Labio y paladar fisurado
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10. DISCUSION

En este estudio se evalu6 la prevalencia de los genes de resistencia antibiotica cfx4, cfxA2,
blatem, ermF, tet M y tet Q, en aislamientos clinicos orales de Prevotella melaninogenica y la
asociaciéon de este microorganismo con factores clinicos orales y sistémicos, como la
periodontitis a nivel local y artritis reumatoide, el embarazo y la edad nivel sistémico. Lo
que es importante, al momento de establecer una terapia antibidtica eficaz, en el
tratamiento de infecciones de origen oral

Segun estudios realizados sobre la presencia P. melaninogenica en cavidad oral, este
microorganismo ha sido aislado en un 21,4 % (Boyanova et al, 2010) siendo similar este
reporte con los resultados encontrados dentro del estudio, donde se aislé6 con una
frecuencia de 12,3% respecto a los 341 aislamientos evaluados de Prevotella spp. Aunque
se considera como un microorganismo perteneciente a la microbiota oral normal, ha sido
frecuentemente aislada en infecciones de cavidad oral como enfermedades periodontales,
abscesos odontogénicos, infecciones orofaciales (Ruan et al., 2015). Llegando a ser capaz
de causar infecciones diseminadas (He et al., 2012).

P. melaninogenica es uno de los microorganismos de cavidad oral, que ha sido aislada en un
15-21, 54-69 y 75% de los bebés de 2 meses, 6 meses y 1 afio, respectivamente, a partir de
los 3 afios de edad existe una colonizacion estable por parte de este microorganismo
(Alauzet et al.,, 2010). Sin embargo, dentro de las muestras estudiadas se cont6 con un
grupo de edad de 4 a 9 afios donde se observd una frecuencia de 16,6% de esta especie, lo
que permite establecer que si existe una predileccidon por parte de este microorganismo
durante la infancia.

Los adolescentes constituyen una parte importante de la muestra sin embargo sobre el
grupo de edad de 10 a 19 afios no existe suficiente literatura sobre la presencia de
Prevotella melaninogenica, en este grupo se encontré una frecuencia de 35,7% siendo
similar el resultado obtenido en el grupo de muestras de las edades comprendidas entre
los 20 afios y 68 afos, Segin Alauzet et al, 2010 era una de las especies mas prevalentes en
sujetos sanos de edad avanzada.

Kornman et al,2011 describe que p. melaninogenica fue el Ginico microorganismo cuyas

proporciones aumentaron significativamente durante el embarazo; en el pico del sangrado
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gingival, las proporciones de este organismo fueron cinco veces mayores que los niveles
iniciales. El aumento durante el embarazo en P. melaninogenica parece estar asociado con
elevaciones en los niveles sistémicos de estradiol y progesterona, debido a que este
microorganismo puede sustituir el estradiol y la progesterona como su factor de
crecimiento esencial en lugar de vitamina K; lo que puede casar una alteraciéon en la
respuesta inmune del huésped;(Kornman., et al, 2011). Ademads, se ha descrito en la
literatura que esta especie bacteriana funciona como un reservorio de una gran cantidad
de genes asociados con la generacién de resistencia a los antibiéticos de eleccién en la

terapia antibiotica odontolodgica; (Rocas et al, 2012).

En cuanto a los genes de resistencia en las muestras estudiadas se observo un 64,2% de
presencia de al menos uno de los genes estudiados, por lo que se encuentra similitud con la
literatura reportada donde se afirma que en Prevotella spp, es frecuente la deteccion de
genes de resistencia relacionados con fracaso de la terapia antibiética de primera eleccién

en odontologia (Rocas et al., 2013).

En los dltimos afios, se ha informado un aumento constante de la resistencia a penicilinas
especialmente por parte de P. melaninogenica (Falagas & Siakavellas. 2000). Binta et al,,
2016 reportan que Prevotella spp es uno de los géneros bacterianos mayormente
productores de [3-lactamasas asociadas a la expresion del gen cfxA con el 43% de
frecuencia (Binta et al, 2016). cfxA fué hallado en un 14,3% siendo el segundo menos
frecuente que se detecté dentro del estudio, sin embargo, esto demuestra que P.
melaninogenica puede presentar dentro de su genética este tipo de mecanismos que les

confiere resistencia antibidtica.

El gen blarem quien codifica para la hidrdlisis de B-lactamas por TEM [3-lactamasas,
considerado como el mecanismo mas comun para que las bacterias adquieran resistencia a
los antibiéticos B-lactdmicos (Yu et al., 2018), ha sido mayormente aislado en bacilos
entéricos como en Escherichia coli y en Klebsiella pneumoniae (Stange et al, 2019). Por lo
cual es extrafio encontrar su presencia en bacterias pertenecientes a la microbiota oral

como Prevotella spp. se considera un precursor de las 3 -lactamasas de espectro extendido;
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un mecanismo de resistencia importante que impide el tratamiento antimicrobiano por lo
cual cobra importancia su presencia al evitar el correcto mecanismo de accién de los
antibidticos B-lactdmicos, de uso habitual en infecciones bacteriana frecuentes en la

practica odontoldgica.

Este gen se encontrd una frecuencia de 21,4% sin embargo, ninguno de los aislamientos
estudiados eran muestras endoddnticas, contrario a los hallazgos de Rogas y Siqueira en el
2012 donde era el gen de resistencia a antibiéticos mas prevalente entre los aislamientos
endodoénticos estudiados, se encontré una prevalencia del 17% de los aislamientos. Dentro
del texto el autor referencia a Jungermann et al, quienes reportaron a blarem en su estudio
como el mas frecuente detectado en el 33% de las muestras de infecciones endododnticas
(Rogas y Siqueira, 2012). En odontologia su frecuencia ha sido analizada en aislamientos
endododnticos, sin embargo, puede encontrarse en otro tipo de muestras como placa
bacteriana supra gingival o subgingival y saliva de pacientes con condiciones sistémicas

y/o enfermedad gingival.

En un estudio en el que evaluaron los genes asociados con resistencia antibidtica a
macrolidos, encontraron una frecuencia del 68% del gen ermF en el género Prevotella spp;
(Xie et al, 2014). Arzese et al, 2000 en su estudio encontr6 una incidencia global de cepas
ermF positivas a nivel del género Prevotella del 8.3% este ultimo es comparable con el
presente trabajo en el cual gen ermF presenté una frecuencia del 11.9 % aunque no fue el
mas prevalente es importante resaltarlo, ya que este gen confiere resistencia a antibioticos
macrolidos, estos antibioticos son utilizados como segunda eleccion cuando ha fracasado la
terapia antibiética convencional o cuando los pacientes son alérgicos a antibiéticos como

las penicilinas.

La frecuencia de los genes tetQ y tetM, ha sido reportada para el gen tetQ del 70% y 77% y
para tetM de 75% y 82%, en pacientes con diferentes condiciones periodontales de placa
subgingival y lengua respectivamente; esta concuerda con el estudio realizado, donde se
observé una frecuencia alta de estos dos genes que aunque no fue de porcentajes tan

elevados, fue la mayor dentro del estudio; 26.1% para tetQ y del 21.4% para tetM (loannis
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et al,, 2009). Lo que indicaria una mayor presencia de estos dos genes en el genoma de P.
melaninogenica y una elevada resistencia a tetraciclinas cominmente prescritas en

odontologia.

En un estudio realizado por Dominguez et al, Observé una alta frecuencia de tetM (100%)
de las muestras analizadas y un 9,5% de frecuencia de tetQ, el autor expone que dentro de
su investigacion solamente el 12% del total de los pacientes reportaron el uso de
tetraciclinas en su vida (Dominguez et al, 2018). Al desconocer la previa exposicion de los
pacientes a esta familia de antibioticos, se desconoce la causa de la presencia de estos genes

que codifican para resistencia antibiotica.

Con los resultados obtenidos en el presente estudio, podemos confirmar que Prevotella
melaninogenica funciona como reservorio de genes, los cuales son expresados por la
presion selectiva causada por los antibidticos sobre este microorganismo dando lugar a
futuras complicaciones. Aunque es importante aclarar que la presencia de estos genes en la
bacteria, no significa que este se esté expresando, es claro que tener aislamientos

portadores implica un factor de riesgo importante en la terapia empirica.

De acuerdo a la asociacién entre genes de resistencia con tipo de muestra (Placa, hisopado y
saliva), Condicién periodontal y condicion sistémica. El andlisis se realizé mediante la
prueba de Chi cuadrado/ exacta de Fisher siendo un resultado significativo < 0.05. En el que
se observo que el gen ermF fue el inico que tuvo un resultado significativo con respecto a la
asociacion con tipo de muestra, donde se encontré que en las muestras de hisopado este

gen es mas frecuente.
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11. CONCLUSIONES

La prevalencia de genes de resistencia antibidtica en aislamientos clinicos orales de
Prevotella melaninogenica es alta para antibidticos de la familia de las tetraciclinas, seguido
de los - lactamicos. El gen tetQ puede ser aislado en P. melaninogenica en mayor frecuencia

respecto a los genes cfx4, cfxA2, blarem, tetM y ermF
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12. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Es importante continuar evaluando fenotipicamente la resistencia antibidtica, mediante
métodos de cultivo que permitan determinar la concentraciéon minima inhibitoria (MIC)
frente a antibidticos, considerando la prevalencia de los genes ya evaluados.

La determinacién de la frecuencia del gen nim, es de suma importancia debido a que
dentro de los antibiéticos que suelen prescribirse para el tratamiento de infecciones
bacterianas orales, se encuentran los nitroimidazoles, mas frecuentemente el
metronidazol; antibiético cominmente utilizado para actuar contra microorganismos
anaerobios, ampliamente prescrito en tratamientos periodontales, donde se puede asociar
a la amoxicilina, del cual se ha reportado una frecuente presencia de genes de resistencia
por parte géneros bacterianos como Prevotella spp, por lo que conocer la frecuencia con la
que se puede hallar este gen de resistencia antibiotica en microorganismos como Prevotella
melaninogenica, cobra adn mas importancia, para evitar tratamientos fracasos de la terapia

antibidtica y desencadenar una mayor resistencia antibiética en los pacientes.
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