COMPARACION ENTRE SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA Y PRESENCIA
DE GENES DE RESISTENCIA EN P. intermedia y P. nigrescens.

Andrea Juliana Montafio Quintero

Edwin Daniel Cardenas Castillo

UNIVERSIDAD EL BOSQUE
PROGRAMA DE ODONTOLOGIA - FACULTAD DE ODONTOLOGIA
BOGOTA DC.- NOVIEMBRE 2018



Universidad

Facultad

Programa

Titulo:

Grupo de Investigacion:

Linea de investigacion:

Institucion(es) participante(s):

Tipo de investigacion:

Estudiantes/ residentes:

Asesor metodoldgico:

Asesor tematico:

Asesor estadistico:

HOJA DE IDENTIFICACION

El Bosque
Odontologia
Odontologia

Comparacidn entre susceptibilidad antibiética y presencia de

genes de resistencia en P. intermedia y P. nigrescens.

Unidad de Investigacion Basica Oral-UIBO

Microbiologia Oral-UIBO

Universidad El Bosque
Unidad de Investigacion Basica Oral (U.L.B.O)
Facultad de Odontologia

Pregrado/Grupo

Andrea Juliana Montafio Quintero

Edwin Daniel Cardenas Castillo

Dra. Gloria Inés Lafaurie Villamil

Dra. Yormaris Castillo Romero

Dra. Gloria Inés Lafaurie Villamil



DIRECTIVOS UNIVERSIDAD EL BOSQUE

HERNANDO MATIZ CAMACHO
JUAN CARLOS LOPEZ TRUJILLO

MARIA CLARA RANGEL G.
RITA CECILIA PLATA DE SILVA

FRANCISCO FALLA
MIGUEL OTERO CADENA

LUIS ARTURO RODRIGUEZ

JUAN CARLOS SANCHEZ PARIS

MARIA ROSA BUENAHORA

MARTHA LILIANA GOMEZ RANGEL
DIANA ESCOBAR

MARIA CLARA GONZALEZ

FRANCISCO PEREIRA

INGRID ISABEL MORA DIAZ

IVAN ARMANDO SANTACRUZ CHAVES

Presidente del Claustro
Presidente Consejo Directivo
Rector(a)

Vicerrector(a) Académico

Vicerrector Administrativo

Vicerrectoria de Investigaciones.

Secretario General

Division Postgrados

Decana Facultad de Odontologia

Secretaria Académica

Directora Area Bioclinica
Director Area comunitaria

Coordinador Area Psicosocial

Coordinador de Investigaciones Facultad de

Odontologia

Coordinador Postgrados Facultad de

Odontologia



“La Universidad El Bosque, no se hace responsable de los conceptos emitidos por los
investigadores en su trabajo, solo velara por el rigor cientifico, metodolégico y ético del

mismo en aras de la bisqueda de la verdad y la justicia”.



Agradecimientos

A todos aquellos que hicieron parte de nuestra formaciéon como profesionales; familia,
amigos y docentes, los cuales estuvieron a nuestro lado apoyandonos en lo bueno y lo malo

durante este proceso. A nuestros padres agradecemos su sacrificio y esfuerzo por

educarnos y sacar lo mejor de nosotros.

Al instituto UIBO-MO (Unidad Béasica de Investigacion Oral-Microbiologia Oral) por la
contribucién brindada para el desarrollo de este proyecto de investigacion; a la Dra. Gloria
Lafaurie, la Dra. Diana Marcela Castillo, la Dra. Yormaris Castillo, la Dra. Nathaly Delgadillo y
la Dra. Yineth Nueta por sus conocimientos, su comprension, apoyo incondicional,

dedicacion y paciencia; fueron una pieza clave para que se pudiera desarrollar cada etapa

de este proyecto.



GUIA DE CONTENIDO

Resumen
Abstract

1. Introduccién

2. Marco tedrico
2.1 Cavidad oral y microbiota
2.2 Género Prevotella
2.3 Importancia de la resistencia antibidtica en aislamientos orales
2.4 Epidemiologia de la resistencia antibi6tica de aislamientos orales
2.5 Prevotella spp y genes de resistencia

2.6 Principales antibidticos de uso en odontologia

2.7 Mecanismos de resistencia a los principales antibidticos de usos en
odontologia

2.8 Métodos para la determinacion de resistencia antibidtica
2.8.1 Métodos de deteccion y punto de corte
2.8.2 Métodos cuantitativos, prueba del epsilémetro (e-test)
2.9 Prevotella spp y susceptibilidad antibidtica
3. Planteamiento del problema
4. Justificacion
5. Situacion Actual
6. Objetivos
6.1 Objetivo general
6.2 Objetivos especificos
7. Metodologia del Proyecto
7.1.Tipo de estudio
7.2. Poblacion y muestra
7.3. Procesamiento microbiolégico

7.3.1 Extraccion de DNA de aislamientos de Prevotella spp

7.3.2 Identificacion de P. intermedia y P. nigrescens por reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR)

7.3.3 Deteccion de los genes de resistencia cfxA, cfxA2, blaTEM, tetM,
tetQ y ermF por PCR convencional

7.4. Determinacion de Susceptibilidad antibidtica en Prevotella intermedia

y Prevotella nigrescens
7.4.1 Preparacion de medio de cultivo

7.4.2 preparacion de indculos bacterianos
7.5 Plan de tabulacién y analisis.
8. Consideraciones éticas.

33

36

36
37
39
40



8.1 Discusion sobre las consideraciones éticas
9.. Resultados
9.1 Frecuencia de P. intermedia y P. nigrescens
9.2 Prevalencia de genes de resistencia en P. intermedia y P. nigrescens
9.3 Susceptibilidad antibidtica en aislamientos de P. intermedia y P. nigrescens
10. Discusion
11. Conclusiones
12. Referencias bibliograficas
13. Anexos

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Método de dilucién en agar.
Figura 2. Método de difusion en disco.
Figura 3. Método Kirby-Bauer

Figura 4. Método Etest®.

Figura 5. Esquema diagramatico del método de dilucién en agar brucella

Figura 6. Protocolo de Montaje de la MIC de los aislamientos de P. intermedia y P.
nigrescens

Figura 7. Lectura e interpretacion de la de MIC de los antibidticos en aislamientos de
P. intermedia y P. nigrescens

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Antibiéticos comunmente usados para el tratamiento de infecciones
odontogénicas

Tabla 2. Secuencias de primers para Prevotella intermedia y Prevotella nigrescens
Tabla 3. Secuencia de primers utilizados para los genes cfxA cfxAz blargu tetM, tetQ y
ermF

Tabla 4. Puntos de corte para interpretaciéon de la MIC para microorganismos
anaerobios

Tabla 5. Frecuencia de Prevotella nigrescens y Prevotella intermedia en aislamientos
orales de Prevotella spp.

Tabla 6. Frecuencia de genes CfxA, CfxA2, blaTEM, tetM, tetQ, ermF en aislamientos
orales de Prevotella intermedia y Prevotella nigrescens

Tabla 7. Susceptibilidad antibiética en aislamientos de Prevotella intermedia

Tabla 8. Susceptibilidad antibiética en aislamientos de Prevotella nigrescens

40
41
41
41
42
45
49
50
60

Pag.
18
19
19
20
36

37

38

Pag.
13
33
34

39
41

42

42
44



LISTA DE ABREVIACIONES

MIC: Concentraciéon minima inhibitoria

CLSI: Clinical & Laboratory Standards Institute

ONPG: orto-nitrofenil-B-galactésido

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

MICso: Concentracion minima Inhibitoria para el 50% de los aislamientos
MICoyo: Concentracion minima Inhibitoria para el 90% de los aislamientos
AMX: amoxicilina

AMC: amoxicilina/acido clavulanico

TE: tetraciclina

DO: doxiciclina

E: eritromicina

CC: clindamicina

G: gentamicina

MTZ: metronidazol

Pag.
17
17
31
32
39
39
42
42
42
42
42
42
42
42



RESUMEN

Comparacion entre susceptibilidad antibidtica y presencia de

genes de resistencia en P. intermedia y P. nigrescens.

Introduccion: El género Prevotella pertenece a la microbiota oral normal.
Sin embargo, son aislados cominmente de infecciones polimicrobianas, las
cuales se manejan frecuentemente con tratamiento mecanico. En algunos
pacientes es necesario un tratamiento antibidtico adicional. Este género, es
muy importante a nivel clinico debido a su amplio perfil de resistencia frente
a varias familias de antibiéticos utilizados en el campo de la odontologia
como son [-lactdmicos, Tetraciclinas y Macrélidos. Adicionalmente se cree
pueden funcionar como reservorio de genes de resistencia antibiotica.
Objetivo Comparar la susceptibilidad antibidtica y la presencia de genes de
resistencia en Prevotella intermedia y Prevotella nigrescens. Metodologia:
Estudio experimental in vitro. Se evaluaron 1200 aislamientos orales de
Prevotella spp previamente y se confirmd la especie de P. intermedia y P.
nigrescens por PCR. Se determind la frecuencia de genes de resistencia en las
especies de Prevotella identificadas por PCR convencional. La susceptibilidad
antibidtica, se evalu6 mediante el método de diluciéon en agar sobre placas de
agar brucella suplementado con hemina, menadiona y sangre de cordero,
ademas de concentraciones de antibidticos desde 0.25pg/mL hasta
64pg/mL. Como control positivo se usé Bacteroides fragilis ATCC 25285. La
interpretacion de los resultados de la actividad in vitro de los antibiéticos se
realiz6 segin los puntos de corte reportados por el CLSI. Se realiz6 analisis
descriptivo de los datos. Resultados: los aislamientos clinicos de P.
intermedia y P. nigrescens portan los genes de resistencia cfxA 37%, cfxA 2
2%, bla 1em 17%, tetM29%, tetQ 46% y ermF 22%; y presentan resistencia a
los antibidticos de primera eleccion en Odontologia como amoxicilina
(67,3%) seguido por clindamicina (35,1%), Amoxicilina-acido clavulanico
(27,7%) y metronizadol (18,2%) Conclusion: P. intermedia y P. nigrescens
son un reservorio importante de genes que codifican para resistencia
antibiotica frente a la terapia de primera y segunda eleccién en odontologia y
estan expresando estos genes de resistencia, lo cual podria favorecer eventos
de transferencia genética entre la microbiota normal, transetnte y patégena
complicando el manejo procesos infecciosos en la cavidad oral.

Palabras claves: CMI, Cavidad oral, Genes de resistencia, Prevotella
intermedia, Prevotella nigrescens.



ABSTRACT

Comparison between antibiotic susceptibility and presence of
resistance genes in P. intermedia and P. nigrescens.

Introduction: The genus Prevotella belongs to the normal oral microbiota.
However, it is usually isolated from poly-microbial infections which are
usually treated with mechanic means but some patients require additional
antibiotic treatment. The genus is very important clinically because it has an
ample resistance profile to several antibiotic families used in dentistry such
as B-lactamines, tetracyclines and macrolides. It is believed they can act as a
reservoir of antibiotic resistance genes. Objective: to compare the antibiotic
susceptibility and presence of resistance genes in Prevotella intermedia and
Prevotella nigrescens. Methodology: Experimental in vitro study which
evaluated 1200 oral isolations of Prevotella spp and confirmed presence of
P. intermedia and P. nigrescens by means of PCR. The frequency of
resistance genes in Prevotella was determined with conventional PCR.
Antibiotic susceptibility was evaluated by means of agar dilution on brucella
agar plaques supplemented with haemin, menadione, lamb’s blood and
concentrations of antibiotics from 0.25pg/mL to 64pg/mL. Bacteroides
fragilis ATCC 25285 was used as a positive control, interpretation of results
of in vitro activity of the antibiotics was done following the milestones
reported by the CLSI and a descriptive analysis of data was carried out.
Results: Clinical isolations of P. intermedia and P. nigrescens carry the
genes with frequency of cfxA 37%, cfxA 2 2%, bla TEM 17%, tetM29%, tetQ
46% and ermF 22%; they present resistance to first-choice dental
antibiotics such as amoxicillin (67.3%), clindamycin (35.1%), amoxicillin-
clavulanic acid (27.7%) and metronidazole (18.2%). Conclusions: P.
intermedia and P. nigrescens are an important reservoir of genes that code
for antibiotic resistance against the first and second choice therapy in
dentistry and are expressing these resistance genes, which could favor
genetic transfer events between the normal microbiota, transient and
pathogenic complicating the management of infectious processes in the oral
cavity.

Key Words: CMI, oral cavity, resistance genes, Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens.



1 Introduccion

El género Prevotella son bacterias Gram negativas, anaerobias estrictas, pertenecen a la
microbiota oral normal, pero se han asociado con enfermedades orales polimicrobianas,
donde actiian como patdégenos putativos y oportunistas (Krom et al, 2014). En cavidad oral
este género microbiano, se ha relacionado con enfermedad periodontal, infecciones
endodonticas, abscesos de origen dental o periodontal en estados crénico y agudos (Xie et
al, 2014). El manejo de estas infecciones, por su parte se lleva a cabo mediante la
erradicacion del factor etiolégico y por tanto del componente infeccioso, ya sea mediante
instrumentacién mecanica, utilizacién de componentes quimicos o uso de agentes fisicos. Es
asi como la terapia antibiética ha venido cobrando un papel importante en el manejo
odontolégico de infecciones orales, como terapia complementaria a la instrumentacion
mecanica generar resistencia a los principales antimicrobianos utilizados en la practica

odontolégica (Acevedo y Hernandez, 2017).

Las bacterias anaerobias de origen oral han sido reportadas ser altamente susceptibles a los
antibioticos. Sin embargo, muchos de estos microorganismos cuando son sometidos una
presidn selectiva en su genoma inducida por terapias antibidticas incompletas, recurrentes
e inadecuadas pueden expresar mecanismos de resistencia antibiotica, lo cual ha cobrado

gran importancia en el manejo clinico de las infecciones orales (Daza, 1998).

El estudio de la resistencia antibidtica en microorganismos de cavidad oral es muy escaso, y
los reportes que existen, se han enfocado principalmente en evaluar resistencia a los
antibidticos de primera eleccion en la practica odontologica, como son los agentes [3-
lactdmicos. Sin embargo, en la actualidad se han venido implementando de forma mas
cotidiana el uso terapias combinadas, lo cual podria contribuir a la resistencia a otras
familias de antibidticos. Los antibiéticos B-lactamicos, tetraciclinas y macrolidos son los
antibiéticos de primera y segunda eleccién para el tratamiento de infecciones orales por su
buen efecto contra la mayoria de bacterias y por su baja incidencia de efectos adversos. Sin
embargo, cada dos de tres aislamientos clinicos de Prevotella spp podrian ser productores
de cefuroximasa (CfxA) un tipo de B-lactamasa activa frente a cefalosporinas (Fosse et al.,

2002; Rupp y Fey, 2003; Iwahara et al.,, 2006; Rogas y Sigueira, 2012)



Arzese et al, en el afio 2000 reportaron en los géneros Prevotella y Porphyromonas la
presencia del gen tetQ, el cual confiere resistencia a antibidticos como las tetraciclinas. En
infecciones por anaerobios o protozoos se usa metronidazol como terapia de eleccion lo
que ha provocado la expresion del gen nim y sus variantes alélicas, lo cual conduce a la
produccion de enzimas que evitan que el medicamento forme radicales nitrosos que son
toxicos para los microorganismos generando resistencia a este (Alauzet et al., 2010). En
este sentido, Bancescu et al, 2015 evaluaron la susceptibilidad de cepas de Prevotella a
antibidticos B-lactdmicos, metronidazol y clindamicina provenientes de infecciones
cervicofaciales, reportaron que el 33% son resistentes a los B-lactdmicos y un 3% a
Clindamicina. Por otro lado, Veloo et al, 2015 evaluaron la susceptibilidad a amoxicilina,
amoxicilina-acido clavulanico, clindamicina y metronidazol y reportaron que la resistencia

a amoxicilina incrementé de un 30% del 2011 a un 60% en el 2013.

Por lo anterior cobra gran relevancia clinica evaluar la presencia de genes asociados a
resistencia antibiética y hacer un analisis comparativo del efecto de la presencia de genes y
la capacidad de expresarlos mediante la evaluacion de la susceptibilidad antibidtica en el
género Prevotella, considerando su importancia en cavidad oral, ademas de la poca la
literatura cientifica publicada sobre la presencia de estos componentes genéticos y su
relacion con susceptibilidad antibiotica en estos microorganismos, surge la importancia de
poseer datos epidemiologicos de esta problematica, para conocer asi el comportamiento en
nuestra poblacion, considerando la importancia de la terapia antibidtica en la practica
odontoldgica, sumado a esto, el presente estudio cuenta con un importante tamafio de
muestra y en comparacion con otros estudios las Prevotellas identificadas provienen de
pacientes con diferentes diagnésticos clinicos y no exclusivamente de infecciones

permitiendo entender el comportamiento de este microorganismo en general.



2 Marco tedrico
2.1 Cavidad oral y microbiota

El microbioma oral es uno de los mas diversos en el cuerpo humano, mas de 700 especies
son responsables de colonizar diferentes nichos, incluyendo tejido blando y superficies
dentales dando lugar a la placa sub y supra gingival, como una consecuencia de diferentes
condiciones ambientales (Langfeldt et al, 2014). Mientras la mayoria de la microbiota oral
juega un rol importante en preservar la salud oral y sistémica, la microbiota patégena esta
también incluida en una baja cantidad. La gran variabilidad de la composicién inter-
individual microbiana, es debida a factores como edad, género, hormonas, estado de
salud, varios factores sistémicos como temperatura, humedad, pH y disponibilidad de
nutrientes presentes en la saliva y liquido crevicular y algunos externos como dieta y estrés
que tienen un gran impacto en la microbiota oral permitiendo que en ocasiones crezca en
esta tanto la nativa o normal como la transetnte y patdgena oportunista (Langfeldt et al,
2014). Con respecto a la microbiota de la placa subgingival, Bik et al, en 2010, identificaron
nueve filotipos bacterianos, de estos, Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes vy
Actinobacteria fueron los que se encontraron con mayor frecuencia y los de menor
frecuencia fue el género Fusobacterium (Bik et al., 2010).

Existen interacciones fisicas, quimicas y metabdlicas que intervienen en los sinergismos y
cooperaciones inter-bacterianas. La interaccion fisica facilita fenomenos de adhesion y
coagregacion, favoreciendo la formacion de la biopelicula en cavidad oral. Por ejemplo, el
género Prevotella utiliza estos fendmenos de interaccion fisica para colonizar y
adicionalmente co-agregarse con periodontopatégenos en la biopelicula dental. Por tal
razon este género ha cobrado gran importancia ya que siendo parte de la microbiota oral
normal, se comporta como patdégeno putativo que en conjunto con bacterias patdgenas

participa en infecciones polimicrobianas de origen oral (Krom et al.,, 2014).
2.2 Género Prevotella

Prevotella spp, anteriormente clasificada en el género Bacteroides, son bacilos Gram
negativos anaerobios obligados. Se han clasificado teniendo en cuenta la produccién de

pigmento en dos grupos: "Prevotella no pigmentadas” como P. buccae, P. buccalis, P. oris, P.



oulorum, P. veroralis, P. dentalis, P. tannerae, entre otras y las “Prevotella pigmentadas”
donde se detectan con frecuencia P. denticola, P. melaninogenica, P. intermedia y P.
nigrescens (Bricefo et al,, 2009). Estas ultimas caracterizadas por formar colonias lisas y
brillantes de color marrén claro o negro en placas de agar sangre suplementado (Ruan et

al, 2015).

En cavidad oral el nicho de preferencia para estas bacterias es la regiéon subgingival
(Rodriguez-A y Rodriguez-M, 2009). Como factores de virulencia generales, el género
Prevotella presenta fimbrias y adhesinas que le permiten interactuar con otros
microorganismos en procesos de adhesion y coagregacion bacteriana, asi mismo tienen la
capacidad de producir proteasas que degradan inmunoglobulinas como enzimas tipo
IgGasa, IgAasa, I[gMasa, también tienen accion téxica sobre los fibroblastos por medio de
endotoxinas y sintesis de factores supresores de linfocitos B y fibroblastos, la produccion de
interpaina A por parte de P. intermedia, la cual le permite resistir la accion del sistema de
complemento en el fluido crevicular del surco, debido a que tiene la capacidad de inhibir las
tres rutas del sistema de complemento al degradar la cadena alfa del C3, (Potempa et al,

2009).

Por otra parte, se ha comprobado que hormonas como el estradiol y la progesterona
estimulan su crecimiento (Slots y Taubman, 1992; Grenier y Turgeon, 1994). Tienen la
capacidad de hacer sinergismos polimicrobianos con otras especies como las
periodontopatdgenas del complejo rojo de Socransky descrito en 1998, por lo cual son de

gran importancia en el desarrollo de enfermedades periodontales (Socransky et al., 1998).

Prevotella es un género versatil y se ha descrito como uno de los géneros mas frecuentes y
preponderantes en la cavidad oral junto con Streptococcus y Selenomonas (Serrano et al.,
2015), sin embargo, aunque son nativas, muchas de las especies de Prevotella por eventos
disbioticos a nivel oral se comportan como patégenos oportunistas (Rodriguez-A y

Rodriguez-M, 2009).

Prevotella intermedia es una especie de este género, que a menudo ha sido aislada de
muestras subgingivales de pacientes con enfermedad periodontal, por lo cual, con

frecuencia se ha asociado a esta patologia y otras infecciones en cavidad oral y a nivel



cervicofacial. Otra especie negro pigmentada que ha cobrado gran importancia es Prevotella
nigrescens, debido a que se ha detectado con mayor frecuencia en lesiones endodénticas

tales como lesiones apicales o periodontitis apical (Matto et al., 1999; Okamoto et al, 2001).

P. intermedia y P. nigrescens son microorganismos pertenecientes a la microbiota normal
oral, quienes se comportan como oportunistas en el establecimiento y desarrollo de
enfermedades infecciosas polimicrobianas dificiles de erradicar debido a que ademas
sirven como reservorio de genes de resistencia a antibidticos, que puede compartir con

periodontopatdgenos (Rogas y Sigueira, 2013).
2.3 Importancia de la resistencia antibidtica en aislamientos orales

Dado que la cavidad oral es por su constituciéon anatémica un espacio con diferentes nichos
colonizables, el microbioma oral es uno de los mas diversos en el cuerpo humano y por tal
razon suele ser un ambiente lleno de sinergismos entre la microbiota nativa y transetnte o
patogena oportunista que se encargan del estado de Eubiosis de los tejidos del hospedador;
el cual depende de la abundancia relativa de los microorganismos se encuentren en
determinado nicho (Aas et al, 2005; Langfeldt et al, 2014).No obstante, los estados de
disbiosis, entendidos como el desequilibrio de la microbiota normal dados por cambios
cualitativos y cuantitativos de la composicion microbiana, conllevan a presentar
alteraciones en la distribucion, funcionamiento y metabolismo de las especies que compiten
por colonizar las distintas superficies y da lugar a infecciones de la cavidad bucal, las cuales
afectan a la poblacién humana en cualquier edad constituyendo un problema de salud

publica (Bik et al. 2010, Bascones et al., 2005).

De las infecciones orales, las mas frecuentes son en tejidos periodontales conocidas como
gingivitis y/o periodontitis y en tejido dental como caries, las cuales si no se manejan
adecuadamente a tiempo puede provocar cuadros clinicos mas complejos desde abscesos
hasta celulitis, siendo ya una infeccién orofacial (Gutiérrez et al, 2004; Bascones et al.,

2005).

En el manejo de estas infecciones no siempre estd indicada una antibioticoterapia, en la
mayoria de los casos, el manejo es mecanico por medio de procedimientos profilacticos,

desfocalizacién por medio de cucharilla o raspaje y alisados radicular. Cuando estos



procedimientos no son suficientes es necesario realizar una pulpectomia y/o exodoncia en
casos extremos donde es la mejor forma de controlar el foco infeccioso; cuando el manejo
mecanico no es suficiente se requiere hacer uso de terapia antibiética en combinacién con
terapia mecanica manual, brindando mejores resultados (Rodriguez-A y Rodriguez-M,

2009).

La infeccion odontogénica es la tercera causa de consumo de antibiético debido a patologia
infecciosa (Matesanz et al, 2005; Granizo et al, 2006). La prescripcion de antibi6ticos se
hace de forma empirica, basandose en criterios clinicos, practica y experiencia, asi como de
la epidemiologia reportada de los microorganismos implicados en la infeccién a tratar, por
lo que al empezar la terapia antibiotica no se tiene conocimiento del patégeno responsable;
es bien sabido que las infecciones odontégenas son de origen polimicrobiano, por lo que se
requiere terapia antibiotica de amplio espectro como primera eleccion. (Rodriguez-A y

Rodriguez-M, 2009).

El uso indiscriminado de antibiéticos para el manejo de infecciones ha tenido grandes
repercusiones en cuanto a la eficacia de los antibioéticos; antimicrobianos que eran ttiles en
el pasado han perdido su eficacia en la actualidad por un aumento en la prevalencia de la
resistencia. En los ultimos afios se ha duplicado la resistencia antimicrobiana en cavidad

oral (Walker, 1996; Bascones et al., 2005).

El aumento de la resistencia bacteriana afecta el tratamiento de las infecciones, y por ende
hace mas complicado el manejo de cualquier cuadro clinico debido a que en la actualidad se
siguen empleando los antibiéticos que fueron descubiertos hace muchos afios los cuales no
han evolucionado pues mantienen su mismo mecanismo de accién y principio activo,
cambiando o modificando la estructura quimica del antibio6tico, por lo que las bacterias al
pasar de los afos y por factores como la mala prescripcidn, automedicacion, dosis en
concentraciones y tiempos no adecuados hacen una presion selectiva del genoma
microbiano que favorece la expresion de genes de resistencia a los diferentes antibioticos

(Daza, 1998).



2.4 Epidemiologia de la resistencia antibidtica de aislamientos orales

Histéricamente las bacterias anaerobias Gram negativas de origen oral han mostrado ser
altamente susceptibles a los antimicrobianos, sin embargo, la resistencia a los antibidticos
en estas bacterias ha aumentado en algunos paises y la monoterapia con algunos
antibiéticos no ha sido recomendada para el tratamiento de infecciones mixtas como es el
caso de las infecciones orales (Tafur et al., 2008). Los diferentes grupos de antibidticos,
tales como las tetraciclinas, macrélidos y especialmente los B-lactdmicos, han sido
tradicionalmente recomendados como antibidticos de primera eleccion para el tratamiento
de infecciones orales debido a que ellos presentan un buen efecto contra la mayoria de las
bacterias causantes de estas infecciones y también porque tienen una baja incidencia de

efectos adversos (Cortés y Laguilavo, 2012).

El aumento exponencial anual de resistencia antibidética en microorganismos de la
microbiota oral normal ha despertado gran interés y a su vez preocupacién en el campo de

investigacion clinico y basico en odontologia.

En Espafia y los Paises bajos, se ha reportado el perfil de resistencia de Prevotella
intermedia a amoxicilina (33%), tetraciclina (16.7%) y clindamicina (11,1%).
Adicionalmente reportan que existe mayor tasa de resistencia a estos antibidticos en

poblacién espafiola que holandesa (Van Winkelhoff et al., 2005).

Por otra parte, el perfil de resistencia antibidtica de Prevotella spp, en paises asiaticos es
similar; Kuriyama et al, 2007 publicaron un estudio de susceptibilidad antimicrobiana de
800 aislamientos de microorganismos anaerobios provenientes de pacientes con infeccion
dentoalveolar en Japoén, de los cuales 499 eran Prevotella; 168 de las 499 cepas fueron
resistentes a la amoxicilina, descritas de la siguiente manera: (P. buccae, P. denticola, P.
intermedia / P. nigrescens, P. loescheii, P. melaninogenica, P. oralis / oris, y Prevotella no
identificadas) de las cuales 132 fueron identificadas como P. intermedia / P. nigrescens y 42
de ellas presentaron resistencia correspondiente a un 31,8% de esta especie de Prevotella.
Esto fue evidente por la producciéon de B-lactamasas en las cepas resistentes a amoxicilina,
las cuales también mostraron un perfil de resistencia a cefalosporinas, en este mismo

estudio muestran que la mayoria de las cepas de Prevotella eran susceptibles a amoxicilina/



acido clavulanico, asi mismo, fueron altamente susceptibles a clindamicina y metronidazol,
en este estudio muestra que levofloxacina fue muy poco efectivo contra Prevotella, de igual
forma minociclina tuvo poca efectividad contras cepas que también eran resistentes a
amoxicilina, eritromicina y azitromicina fueron antibidticos que tuvieron una efectividad

variable sin importar si eran cepas resistentes a amoxicilina o no (Kuriyama et al., 2007).

Lo anterior demuestra que el uso de antibiéticos como eritromicina, azitromicina y
levofloxacina no son la mejor opcién al momento de intervenir en una infeccién que
involucra microorganismos como Prevotella spp que en ocasiones son resistentes a
amoxicilina, ya que tienen una eficacia muy variable, y su efectividad no es predictible por
lo que se corre el riesgo de que se agudice el cuadro clinico de infeccién; en casos de
resistencia a B-lactamicos la mejor opcion seria hacer uso de una familia de antibidticos
con diferente mecanismo de accidn, como es el caso de clindamicina y metronidazol, o una

combinacion de antibidticos como amoxicilina acido clavulanico.

En Colombia el perfil de resistencia de Prevotella es muy poco conocido, sin embargo,
estudios como el de Jaramillo et al., 2005 reportan que en pacientes con periodontitis
crénica y agresiva que asistian a consulta odontolégica a la Universidad del Valle en Cali
Colombia, quienes presentaban abscesos y se tomaron muestras para identificar los
microorganismos implicados, se hicieron pruebas de susceptibilidad antimicrobiana los
cuales mostraron que microorganismos como Prevotella estaban implicados en este tipo de
infecciones y que de 2 de los 14 aislamientos de P. intermedia/nigrescens eran resistentes a
la tetraciclina, todos fueron susceptibles a metronidazol, 2 aislamientos fueron resistentes a
amoxicilina y ninguna de las bacterias identificadas ademas de las del género Prevotella

presentd resistencia para azitromicina (Jaramillo et al., 2005).

Ardila et al en 2010 evaluaron la susceptibilidad antibiética de aislamientos provenientes
de muestras tomadas de 76 pacientes colombianos con periodontitis que asistian a las
clinicas de la Universidad de Antioquia; como resultados obtuvieron un total de 45
aislamientos clinicos de Prevotella sppnsiendo 34 de los 45 P. intermedia/nigrescens'y 11 P.
melaninogenica. El 32.55% de los aislamientos fueron resistentes a amoxicilina, 22.22%
fueron resistentes a clindamicina, y un 26.66% de las cepas de Prevotella spp fueron

resistentes a metronidazol, por otro lado, los aislamientos en general fueron altamente



susceptibles a amoxicilina/acido clavulanico y moxifloxacino (Ardila et al, 2010). Lo
anterior demuestra que este género Prevotella tiene un alto perfil de resistencia a los
antibiéticos de primera eleccién y mas cominmente empleados en la terapia antibiotica en
el manejo de infecciones polimicrobianas de cabeza y cuello en Colombia (Valenzuela y de

Quadros, 2009).
2.5 Prevotella spp y genes de resistencia

Entre los antibioticos mas utilizado para infecciones polimicrobianas en odontologia
encontramos: [-lactdmicos, macrélidos, tetraciclinas, metronidazol, clindamicina y
fluoroquinolonas (Lifiares y Martin-Herrero, 2003; Rodriguez-A y Rodriguez-M, 2009). No
obstante, la literatura ha reportado que desde que se ha implementado el uso de estos
antibiéticos para contrarrestar las infecciones orales, las especies bacterianas han ido
adquiriendo y/o desarrollando diferentes mecanismos de resistencia ante los
antimicrobianos, como son la generacién de bombas de flujo, protecciéon ribosomal e
inactivaciéon enzimatica (Moraes et al.,, 2015). La manera mas comun para adquirir estos
mecanismos se da por medio de genes de resistencia, los cuales pueden ser producidos o
transferidos de forma horizontal entre bacterias de la misma especie e incluso a las
poblaciones de bacterias residentes y/o transitorias de la cavidad oral; esto demuestra que
la microbiota humana funciona como un reservorio para estos genes favoreciendo asi su

patogenicidad (Ioannidis et al.,, 2009; Roc¢as y Sigueira, 2012).

Previamente se han realizado estudios que evaliian la resistencia a los antibiéticos en las
diferentes especies encontradas a nivel de cavidad oral, en los cuales se ha demostrado que
las bacterias mas relacionadas con desarrollar cierta resistencia son las anaerobias que se
encuentran asociadas con las infecciones orales como Prevotella spp (Gomes et al., 2011;

Rocas y Sigueira, 2012).

El tratamiento farmacolégico de primera linea en odontologia para el manejo de infecciones
dentales son los antibidticos [-lactdmicos, por su espectro antimicrobiano, actividad
bactericida, bajos efectos adversos y relacién costo-efectividad (Iwahara et al., 2006). Sin
embargo, se ha venido reportando un creciente aumento en la resistencia a estos

antibiodticos por la produccidn, transferencia y adquisicion de material genético que codifica



para enzimas -lactamasas, las cuales son capaces de hidrolizar el enlace amida del anillo 3-
lactdmico del antibidtico y accién que estd dada por la regulacion de la expresion de los

genes cfx4, cfxAz, cfxAsy blarem (R6gas y Sigueira, 2013; Fernandez et al., 2015).

Cortés y Laguilavo en 2012, reportaron que dos tercios de los aislamientos clinicos de
Prevotella spp podrian ser productores de cefuroximasa cfxA un tipo de (-lactamasa activa
frente a cefalosporinas pero que también pueden degradar antibi6ticos como la amoxicilina
(Cortés y Laguilavo, 2012). Diversos estudios han reportado que el 74-88% de pacientes
con periodontitis presentan especies productoras de enzimas 3-lactamasas (Van Winkelhoff
et al, 1997; Herrera et al, 2000). Ademas, son preocupantes los recientes reportes de la
presencia del gen blarem en aislamientos clinicos de pacientes sanos, comprometidos
periodontal y endodénticamente, debido a que estos genes codifican para un tipo de [3-
lactamasas de espectro extendido; las cuales derivan de -lactamasas existentes que han
sufrido mutaciones, confiriendo resistencia antibiotica a penicilina, ampicilina y
cefalosporinas de primera generacion, ademas de degradar antibiéticos con inhibidores de
B-lactamasas, como el caso del acido clavulanico (Rupp y Fey, 2003). Todo lo anterior como
consecuencia del uso indiscriminado que se le ha dado a este tipo de antimicrobianos, por
lo que se ha venido implementando en los ultimos afios terapia con otros antibioticos e

incluso terapias combinadas.

Arzese et al, en el afio 2000 reportaron en los géneros Prevotella y Porphyromonas la
presencia del gen tet(Q, el cual confiere resistencia a antibidticos de amplio espectro, como
las tetraciclinas (Arzese et al, 2000). Este gen ha sufrido algunas mutaciones creando
variantes alélicas que ya se han detectado en el género Prevotella como son a3hl y aZhZ2
(Okamoto et al, 2001). La expresion de estos genes le confiere a la bacteria proteccion

ribosomal como mecanismo resistencia frente a las diferentes tetraciclinas.

Por otro parte, en la mayoria de ocasiones el manejo de infecciones causadas por bacterias
anaerobias o protozoos, se realiza con Metronidazol, lo que induce una presién selectiva en
los microorganismos que ha provocado la expresion de genes como el nim, el cual le
permite a la bacteria, la produccion de enzimas que evitan que el medicamento forme
radicales nitrosos que son toxicos para los microorganismos haciendo a estos resistentes al

metronidazol (Alauzet et al, 2010).
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Dentro de otras alternativas de tratamiento farmacolégico encontramos la clindamicina y
eritromicina, sin embargo, la resistencia a estos antibidticos ha venido aumentado durante
los udltimos afos en los microorganismos anaerobios orales; la cual generalmente se
encuentra codificada por el gen ermF (Chung et al, 1999; Kuriyama et al, 2007).
Particularmente en Prevotella spp se ha identificado la presencia de este gen; Xie et al.,, en
2014, reportaron la presencia del gen en 13 de los 19 aislamientos (68%) que fueron
identificadas en muestras clinicas (Xie et al., 2014). Este gen suele estar asociado con
transposones conjugados ubicados en el cromosoma bacteriano, los cuales permiten que el
gen sea transferido a otras especies bacterianas que hacen parte de la microbiota oral

normal (Chung et al., 1999).
2.6 Principales antibiéticos de uso en odontologia

Existe una alta tasa de infecciones odontogénicas, sin embargo, no hay criterios exactos de
cual antibiotico se debe emplear en cada una de las situaciones que se pueden presentar en
la practica clinica diaria, algunos autores consideran que las penicilinas son la primera
opcion, y dentro de las penicilinas la de eleccion es la amoxicilina. Otros consideran que
para evitar que se inactive el antibiotico debe usarse amoxicilina en combinacién con acido
clavulanico ya que hay un aumento de la resistencia a las penicilinas (Berini y Gay, 2004;
Maestre, 2004; Bascones et al, 2005; Rodriguez-A y Rodriguez-M, 2009; Oberoi et al,
2015). Los B-lactdmicos son un grupo de antibiéticos que actian inhibiendo la sintesis de
peptidoglicano componente fundamental de la pared bacteriana afectando su integridad
estructural y por ende teniendo un efecto bacteriostatico tanto para bacterias Gram
positivas como Gram negativas; los mas usados son las penicilinas como: amoxicilina,

amoxicilina-acido clavulanico, ampicilina, entre otros (Liebana, 2002).

En casos de pacientes alérgicos a penicilinas son tratados con clindamicina, azitromicina o
metronidazol por ser los antibidticos de segunda opcion (Berini y Gay, 2004; Rodriguez-A 'y
Rodriguez-M, 2009; Segura-Egea, 2010). A menudo, se emplea amoxicilina en combinacion
con metronidazol para el manejo de periodontitis crénica (Lopez et al, 2009). Del grupo de
las lincosamidas el antibidticos mas utilizado es la clindamicina y del grupo de los
macrolidos son utilizados: azitromicina, eritromicina y claritromicina; a pesar de que estos

dos grupos estructuralmente son diferentes comparten su mecanismo de accion, el cual
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consiste en inhibir la sintesis de proteinas bacterianas actuando a nivel ribosomal en la
subunidad 50S y su accién bactericida o bacteriostatica dependera de la concentracién del
antibiético en el sitio de accién (Liebana, 2002). En cuanto a los nitroimidazoles el mas
usado en odontologia es el metronidazol, este es de amplio espectro y tiene accién
bactericida sobre las bacterias anaerobias estrictas, su mecanismo de accion consiste en
provocar lesiones irreversibles a nivel de los acidos nucleicos (DNA) por medio de la
reduccion del grupo NO?- del antibidtico lo que lleva a la muerte del microorganismo

(Liebana, 2002).

Por otra parte, los aminoglucdsidos son un grupo de antibidticos que tienen una accién
bactericida sobre bacterias Gram negativas, el mecanismo empleado para ejercer efecto
sobre las bacterias esta dado por su capacidad de ingresar al interior del microorganismo
mediante procesos de transporte dependientes de energia que sélo puede ocurrir en un
ambiente con presencia de oxigeno, cuando esto sucede se une de manera irreversible al
ribosoma en la subunidad 30S, inhibiendo la sintesis de proteinas mediante la interrupcion
de esta en la fase de iniciacién, ademas puede generar una inadecuada lectura coddn-
anticodén dando origen a proteinas anémalas y no funcionales (Liebana, 2002). Un ejemplo
de antibiotico de uso odontolégico perteneciente a esta familia es la gentamicina, la cual es
considerada como otra opcion en la terapia antibidtica, ésta es usada en casos de realizar
profilaxis antibidtica, en infecciones odontogénicas cuando el paciente se encuentra
comprometido inmunoldgicamente y en el manejo hospitalario de infecciones de origen
dental. Pese a esto su uso ha disminuido y ha sido reemplazada por otros tipos de
antibiéticos debido a que, genera en algunos casos toxicidad y ademas su administraciéon en
su mayoria es por via parenteral lo cual hace que su uso esté limitado a tratamientos a nivel

hospitalario (Berini y Gay, 2004).

Las tetraciclinas constituyen un grupo de antibioticos de amplio espectro que acttian en la
subunidad 30S ribosomal inhibiendo la sintesis proteica generando una accion
bacteriostatica, de esta familia los mas utilizados son las tetraciclinas, minociclina y
doxiciclina los cuales van a tener mejor accién sobre microorganismos anaerobios,
especialmente frente a los Bacteroides, Actinomyces y Fusobacterium. Debido a que estos

pueden generar varios efectos adversos y una rapida resistencia se ha observado una

12



disminucién de su uso; no hacen parte de los antibidticos de primera eleccién, aunque la
doxiciclina es considerada un antibiético de uso alternativo en el manejo de la periodontitis
cronica y agresiva pues se ha observado su eficacia contra los microorganismos asociados a
esta enfermedad (Liebana, 2002; Berini y Gay, 2004; Maestre, 2004; Rodriguez-A y
Rodriguez-M, 2009).

Como se menciond anteriormente, los antimicrobianos mas utilizados en la infeccion
odontogénica son: B-lactamicos, macrdlidos, tetraciclinas, metronidazol, clindamicina y
gentamicina; para su adecuado manejo se debe tener en cuenta su posologia y su via de

administracién (Tabla 1) (Oberoi et al.,, 2015).

Tabla 1. Antibidticos comtinmente usados para el tratamiento de infecciones odontogénicas.

Modificado de: Oberoi et al., 2015

Antibiético Via de administracion Posologia
500mg/8h
Amoxicilina Oral 1000mg/12h

500-875mg/8h

Amoxicilina/ Oral o intravenosa 2000mg/12h
Acido clavulanico 1000-2000mg/8h
300mg/8h
Clindamicina Oral o intravenosa 600mg/8h
500mg/24h,
Azitromicina Oral 3 dias consecutivos
Ciprofloxacino Oral 500mg/12h
Metronidazol Oral 500-750mg/8
Gentamicina Intramuscular o intravenosa 240mg/24h
Penicilina Intramuscular o intravenosa 1.2-1.4 millones Ul/24h

hasta 24 millones Ul/24h

2.7 Mecanismos de resistencia a los principales antibidticos de usos en odontologia

La resistencia antibidtica puede darse de dos maneras, la primera es la natural o también
llamada intrinseca y la segunda es la resistencia adquirida. Por una parte, la resistencia

natural es propia de cada familia, especie o grupo bacteriano a un antibiético especifico, sin
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embargo, la resistencia adquirida es en muchos casos la causante del fracaso del
tratamiento y es cuando es necesario hacer pruebas de laboratorio para determinar la
susceptibilidad del patogeno. Es bien sabido que las bacterias tienen la capacidad de
adquirir resistencia en la variabilidad de su genética ya que se pueden presentar
mutaciones o transferencia de material de DNA que codifica resistencia a una determinada
familia de antibidticos sin importar si la transferencia de genes es dada entre especies

diferentes o relacionadas (Vignoli y Seija, 2008).

Existen diferentes formas que pueden emplear los microorganismos para ser resistentes a
los diferentes antibioticos, estas formas de resistencia se pueden agrupar en tres grandes
mecanismos de resistencia antibiotica, el primer mecanismo es la inactivaciéon enzimatica,
otro mecanismo es la modificacion en el sitio blanco y por ultimo la alteracién de la
permeabilidad, los anteriores van a estar ligados al mecanismo de accién del antibidtico

(Vignoli y Seija, 2008).

Los -lactamicos por mucho tiempo han sido el grupo antibiético de primera eleccidn, sin
embargo, son inactivados ya que por medio de enzimas como las (-lactamasas hidrolizan el
anillo B-lactamico, destruyendo entonces a penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes, y
evitando asi la unién del antibiético a las proteinas de anclaje de penicilinas o PBPs de
manera irreversible, estas enzimas son codificadas y sintetizadas gracias a la expresion de
genes de resistencia a 3-lactdmicos como son los genes cfxA y cfxAz, se ha reportado de que
este gen se encuentra en el transposoén movilizable Tn4555 en especies Bacteroides
(Ferreira et al., 2007). Se considera que la presencia de cfxA/Az podria estar relacionada con
el género bacteriano y con el origen geografico en el mundo de las cepas productoras de la
enzima (Giraud-Morin et al, 2003). Se han detectado genes cfxAz y cfxAs en bacterias
anaerobias aisladas de pacientes en paises como Francia, Reino Unido, Noruega, Argentina
y los Estados Unidos de América (Parker y Smith, 1993; Madinier et al, 2001; Handal et al,
2005), y en pacientes argentinos se ha detectado el cfxAs en bacterias anaerodbicas
(Ferndndez-Canigia et al, 2015). En este mecanismo también pueden ocurrir
modificaciones no hidroliticas tales como las acetilaciones, adenilaciones o fosforilaciones

inactivantes de aminoglucésidos (Vignoli y Seija, 2008).
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Cuando el mecanismo de resistencia es alteracion de la permeabilidad se modifica en la
entrada de antibiéticos dependiente de energia, como ocurre en la primera etapa de ingreso
de los aminoglucésidos, o aumento de la salida de antibi6ticos por eflujo es un mecanismo
inespecifico, que afecta a diferentes grupos de antibidticos como [3-lactamicos, quinolonas,
tetraciclinas y cloranfenicol. Estos mecanismos presentan tres proteinas: una de alto peso
molecular asociada a la membrana citoplasmatica, una con funciéon de fusién de ambas
membranas y una porina asociada a la membrana externa para que el antibidtico no pueda
ejercer accion y sea expulsado del interior de la célula, o en casos donde la membrana
externa contiene bastantes lipidos es impermeable a las sustancias hidrofilicas. De este
modo dichas sustancias quedan confinadas a la penetracién a través de proteinas
transmembrana con funciéon de porinas. Existen algunas moléculas de antibi6tico, como
penicilina y vancomicina, que por su tamafio son incapaces de pasar a través de las porinas
(Vignoli y Seija, 2008). Y por ultimo estan las modificaciones del sitio blanco en el que el gen
que codifica el propio blanco del antibidtico es alterado para que el antimicrobiano no
pueda actuar asi pueda ingresar a la bacteria, como por ejemplo las alteraciones en las PBP

(Vignoli y Seija, 2008).

Los mecanismos de resistencia a tetraciclinas esta dado por la presencia de bombas de
eflujo, que disminuye la permeabilidad bacteriana al ser alterado el rRNA y también por la
expresion del gen tet, el cual codifica para una proteina que en presencia de oxigeno y
NADPH (Nicotiamida-Adenina Dinucleétido fosfato que modifica la droga, esto se explica
debido a que esta resistencia es mediada por plasmidos que explican que es un gen que
puede ser transferido por transferencia de plasmidos y que solo es expresado y le brinda
resistencia a las bacterias cuando estas han estado expuestas al medicamento (Rodriguez et

al., 1998; loannidis et al.,2009).

Los microorganismos desarrollan mecanismos defensivos que le generan resistencia a los
aminoglucésidos como gentamicina, dentro de estos mecanismos podemos encontrar como
es la modificacion enzimatica de la molécula, alteracion de la difusién y mutacion
ribosémica con el fin de disminuir la afinidad del antibidtico a la subunidad 30s ribosomal,

sin embargo, la inactivacién enzimatica bifuncional mediada por (AAC-6’)-2”/APH-2", que le
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permite acetilar, fosforilar o adenilar, siendo este el mecanismo mas reportada para

resistencia contra gentamicina (Palomino y Pachén, 2003).

El principal mecanismo de resistencia contra la familia de antibiéticos nitroimidazoles
como es el caso de metronidazol es por la alteracién de las enzimas que activan el farmaco
al inhibir la producciéon de sus metabolitos activos, ya que las bacterias disminuyen su
capacidad de produccion el grupo nitro del anillo imidazolico para dejarlo en una forma
activa, ademads, hay una disminuciéon en la permeabilidad por lo cual se disminuye la
penetracion del farmaco al interior de la bacteria (Bendesky y Menéndez, 2001; loannidis et

al, 2009).

La resistencia a los macrélidos como claritromicina, azitromicina y eritromicina esta
determinada por la expresién del gen erm en sus diferentes subtipos, que modifican o
mutan determinantes cromosémicos o en ocasiones es una resistencia mediada por
plasmidos, debido a que en algunos casos el medicamento es incapaz de penetrar en los
sitios receptores al metilar la adenina por medio de enzimas ubicado en el componente 23s
del ribosoma, aunque existen diversos tipos de resistencia a macrolidos como modificacion
del sitio blanco ya sea con metilacion del ARNr o mutacion de las r-proteinas, también
puede ser resistente cuando hay sintesis de pequefios péptidos o inactivaciéon enzimatica,

también bombas de eflujo (Lucas et al., 2007).

La resistencia a clindamicina o familia de lincosamidas, puede ser natural debido a una
modificacion en la permeabilidad que no permite el paso de lincosamidas a través de la
pared bacteriana y la resistencia adquirida hace referencia a plasmidos que codifican
metilasas que actian en la subunidad ribosomal 50s, especificamente dimetilando residuos
de adenina en el rRNA23s disminuyendo la afinidad del antibiético con el ARN del ribosoma

(Sanchez et al., 2007).
2.8 Métodos para la determinacién de resistencia antibiética

Las pruebas o test de susceptibilidad estan indicados para aislamientos con gran potencial
o capacidad de resistencia antibiética, y para ello hay que tener en cuenta los reportes de
resistencia antibiotica en la literatura, estos test cuentan con métodos estandarizados para

realizarlos y de igual forma cuentan con un criterio de interpretacién de acuerdo al método
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empleado para determinar la susceptibilidad del microorganismo. En casos donde es
predecible el comportamiento del patégeno frente a distintos antibidticos, no se
recomienda o no requiere de realizar una prueba de susceptibilidad antibidtica. (Bates et

al., 1991; Gould et al., 2000; Holland et al. 2009).

Dentro de los métodos de identificacién o determinacién de resistencia antibiotica podemos
encontrar una gran variedad, el método fenotipico o convencional se basan en la detecciéon
de la expresion fenotipica in vitro de resistencia a los antibioticos, con lo cual se determina
la Concentracion Minima Inhibitoria en sus siglas MIC/CMI, que permite evaluar una
cantidad o concentracién minima de antibiético en determinados microgramos por mililitro

en que inhibe el crecimiento de un microorganismo (Holland et al. 2009).

Para evaluar algiin método de susceptibilidad antibi6tico y determinar la MIC es necesario
exponer el microorganismo a distintas concentraciones del antibidtico y en condiciones
adecuadas de ambiente, atmésfera, y medio de cultivo con los suplementos nutricionales
requeridos por el patégeno a evaluar, para que posterior a la incubacién se pueda hacer una
lectura del método de susceptibilidad y analizar e interpretar la MIC de acuerdo a unos
puntos de corte dados por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) en
resultados cuantitativos, mientras que un antibiograma nos puede dar resultados de

microorganismo sensible o resistente (Ferraro, 2001; CLSI, 2008).

Otros métodos reportados para determinar la susceptibilidad antimicrobiana son: dilucién
en caldo que consiste en la preparacién de una secuencia de tubos con caldo de cultivo, que
ademas se les agrega una determinada concentracion de antimicrobiano distinta en cada
uno de los tubos para que posteriormente se pueden inocular con una cantidad de
suspension de microorganismo de interés a una temperatura de 352C y se determina la
concentracion minima inhibitoria (CIM), esta técnica se emplea para medir
cuantitativamente la actividad "in vitro" de un antimicrobiano frente a un cultivo bacteriano

(Reller et al, 1974; Jorgensen y Turnidge, 1998; Malbran, 2012).

El método de dilucién en agar es técnicamente igual al empleado para dilucién en caldo, a
diferencia de este se emplea por lo general para microorganismo anaerobios, consiste en

preparar distintas concentraciones de antibiético y se mezclan con la preparacion del agar
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antes de servirse en la caja de petri, alli se colocan indculos de suspension de
microorganismos ajustadas de acuerdo a la escala de Mcfarland para ser incubados y

posteriormente hacer la lectura de la MIC.(51,Jorgensen y Turnidge, 2007)

Overnight Broth Culture
105- 10°Organism/ml

100 pg/ml 50 25 125 625 3025 1.56

Antibioti
NS Incubate at 37°C overnigth, then subculture

Minimal inhibitory concentration (MIC) = 3,125
Minimal bactericidal concentration (MBC) = 25

Figura 1. Método de dilucién en agar. Tomada de: Método de determinacion de sensibilidad

antimicrobiana por dilucion, 2012.

El método de difusion en disco es muy empleado por ser sencillo y muy rapido, ha sido
estandarizado y permite una categorizacion cualitativa de aislamientos como susceptibles,
intermedios o resistentes. Se emplea para microorganismos comunes y de rapido
crecimiento. Consiste en un disco de papel de filtro impregnado con antibiético que se
coloca sobre la superficie de una placa de agar que luego de ser incubado se ve un halo de
no crecimiento alrededor del disco, de acuerdo al didmetro de halo sin crecimiento se
determina si el microorganismo de interés es sensible o resistente. Sin embargo, no es
apropiado para hacer seguimiento de resistencia antibio6tica, debido a que solo ofrece datos
semi cuantitativos y no se puede determinar la MIC (Bauer et al, 1966; Jorgensen y

Turnidge, 2007; Holland et al. 2009).
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INOCULATED
ANG‘A”::;‘;E FOR OVERLAY OVERLAY PLATE DRUG CONTAINING TEST MICROBIAL PATHOGEN
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ON SURFACE SOME DRUGS INDICATED

B8Y ZONE OF INHIBITION
FIG. 20.3. Antrmucrobaal drug susceptibdity test by agar diffusion technique

Figura 2. Método de difusion en disco. Tomada de: Top 4 Tests for Antimicrobial Drug
Susceptibility

Antibidtico
menos efectivo

Antibi6tico mas
efectivo

©

Crecimiento
bacteriano

@)

Disco de
antibiético

Zona de
inhibicién

Figura 3. Método Kirby-Bauer

2.8.1 Métodos de deteccion y punto de corte

En algunos casos, la prueba de una sola concentracién de farmaco puede ser el método mas
fiable y conveniente para la deteccidon de resistencia estos métodos son conocidos como
Screening y Breakpoints o métodos de deteccion por puntos de corte o interrupcion, a
menudo se utiliza la prueba de susceptibilidad de punto de corte en el que se evalia un

antibiotico, pero sdlo a una concentracion que se ha estandarizado es el punto de corte del
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cual se define si es sensible o resistente. En este método no se evalda la susceptibilidad a
concentraciones de antibidtica que sean menores al punto de corte (Evangelista y Truant,

2002; Holland et al. 2009).
2.8.2 Métodos cuantitativos, prueba del epsilometro (e-test)

Es una tira revestida de plastico que libera un gradiente antimicrobiano en medios de agar.
Luego de la incubacién se revisa en qué parte se crea una elipse de inhibiciéon del
crecimiento sobre la tira de plastico con antibidtico. Es sencillo de realizar, este método es,
aunque es costoso. Es mas cominmente usado para farmacos no frecuentemente utilizados
0 para organismos fastidiosos o anaerdbicos debido a que la tira puede colocarse sobre
medios enriquecidos para aumentar el crecimiento. (Baker et al., 1991; Walsh et al,, 2002;

Holland et al. 2009).

Figura 4. Método Etest®. Tomada de: Infectious diseases, Basic medical Key

Ademas de los métodos fenotipicos que suelen ser rapidos, existen métodos genotipicos
que se espera que a futuro las pruebas genéticas y moleculares reemplacen las pruebas
fenotipicas; estos métodos moleculares van dirigidos a identificar especificamente las
mutaciones responsables de la resistencia antimicrobiana ya que estos ensayos pueden

facilitar la deteccion en tiempo real como la reacciéon en cadena polimerasa, directamente
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de los especimenes de los pacientes antes de que los resultados del cultivo estén
disponibles, Se han desarrollado un gran nimero de sondas y cebadores diferentes
dirigidos a genes asociados con la resistencia a la mayoria de las familias de antibi6ticos

(Tenover, 2007; Holland et al. 2009).
2.9 Prevotella spp y susceptibilidad antibidtica

La susceptibilidad antimicrobiana ha sido evaluada en diferentes especies de Prevotella.
Bancescu et al, 2015 evaluaron la susceptibilidad a penicilina, ampicilina, amoxacilina-acido
clavulanico, metronidazol y clindamicina con método de microdiluciéon en agar en 33
aislamientos de Prevotella proveniente de infecciones cervicofaciales, encontrando el 33%
de los aislamientos resistentes a penicilina y ampicilina y el 3% resistente a clindamicina

(Bancescu et al.,, 2015).

Por otra parte, Veloo et al, 2015 reportaron la susceptibilidad de patégenos anaerobios
orales frente a amoxicilina, amoxicilina-acido clavulanico, clindamicina y metronidazol
usando E-test en aislamientos colectados entre 2011 - 2013. Se observé que en los
aislamientos de Prevotella la resistencia amoxicilina incremento de un 30% en 2011 a 60%

en 2013, ademas se detectd una resistencia a clindamicina del 11% (Veloo et al, 2015).

Xie et al, en 2014 evaluaron la resistencia a Amoxicilina, tetraciclina, metronidazol,
clindamicina y roxitromicina de anaerobios aislados de abscesos periodontales utilizando el
meétodo de dilucion en agar y reportaron que Prevotella spp fue el género que presentd
mayor resistencia, en especial frente a clindamicina, amoxicilina y roxitromicina, con un

38.1%, 30.9% y 26.2% respectivamente (Xie et al, 2014).

Una de las desventajas de la evaluacion de susceptibilidad antibiética reportada en
diferentes estudios en aislamientos de Prevotella es el tamafio reducido de la muestra
sumado a que los pocos aislamientos que se reportan son provenientes de infecciones
orales, en las cuales el paciente ya ha sido sometido a terapia antibidtica y por tanto los
microorganismos ya han sufrido algun tipo de presion que induce en ellos la produccién de

mecanismos de resistencia.
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Evaluar la susceptibilidad antimicrobiana en aislamientos provenientes de pacientes con
diferentes condiciones clinicas orales (sanos y enfermos) permite conocer en general cual
es el perfil de resistencia de estos microorganismos frente a los antibidticos que
comunmente se prescriben en odontologia como son: amoxicilina, amoxicilina-acido
clavulanico, metronidazol, clindamicina, entre otros. Estos microorganismos hacen parte de
la microbiota normal oral, pero podrian funcionar como reservorio de genes que podrian
ser transferidos entre diferentes microorganismos lo que complicaria la terapia antibiotica

en pacientes con infecciones a nivel oral y extra-oral.

Por ultimo, cabe resaltar que existe poca literatura reportada sobre este tema, ademas que
la literatura disponible no es muy actual y presenta ciertas limitaciones, como numero
reducido de muestras e inclusiéon unica de pacientes con afecciones periodontales o
endododnticas, dejando de lado la posibilidad de detectar la presencia de dichos genes de
resistencia y evaluacidon de la susceptibilidad antibidtica en aislamiento provenientes de
poblacién oralmente sana, dato que es relevante investigar. Esta carencia cientifica es
preocupante teniendo en cuenta la importancia del manejo farmacolégico en el tratamiento
de infecciones en el campo odontolégico y el creciente aumento en el consumo excesivo e
indebido de antibidticos reportado en poblaciones de diferentes paises del mundo
(Ioannidis et al, 2009), especialmente en paises en via de desarrollo, como Colombia, pais

donde no se ha investigado a profundidad este fendmeno.
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3 Planteamiento del problema

El género Prevotella pertenece a la microbiota oral normal. Sin embargo, son aislados
frecuentemente de infecciones polimicrobianas (Bricefio et al., 2009). La mayoria de las
infecciones orales se manejan Unicamente con tratamiento mecanico y/o quirurgico. Pero,
en pacientes con riesgo sistémico, es necesario un tratamiento antibiético adicional, que
suele ser prescrito empiricamente, basado en los datos publicados en la literatura cientifica.
Prevotella spp ha cobrado importancia clinica debido a su amplio perfil de resistencia frente
a varias familias de antibidticos (Rodriguez A y Rodriguez M, 2009; Alauzet et al., 2010;
Ruan et al.,, 2015). Las bacterias anaerobias Gram negativas de origen oral han mostrado ser
altamente susceptibles a los antimicrobianos. Sin embargo, la resistencia a los antibiéticos
en estas bacterias ha aumentado en algunos paises y la monoterapia no ha sido
recomendada para el tratamiento de infecciones mixtas como como las infecciones orales
(Bancescu et al., 2015). En las infecciones de origen odontogénico el tratamiento antibiético
de primera y segunda eleccion es especialmente con antibiéticos 3- lactamicos, tetraciclinas
y macrélidos, debido a que ellos presentan un buen efecto contra la mayoria de las bacterias
causantes de estas infecciones y también porque tienen una baja incidencia de efectos
adversos (Slots y Taubman, 1992). La susceptibilidad a los antibioticos por parte de
microorganismos anaerobios, incluidos Prevotella spp, cada vez es menor y la frecuencia de
cepas resistentes a 3-lactamicos u otros antibioticos, asi como a la terapia combinada se han
incrementado en los ultimos afios (Bricefio et al, 2009). Las tasas de resistencia estan
determinadas por diversos factores tales como la especie o ribotipo, la geografia, el

consumo de antibioticos y la presencia de genes de resistencia (Grenier y Turgeon, 1994).

Se ha identificado la presencia de genes de resistencia en Prevotella spp como son cfXA,
cfxAz, cfxAs, cfxAs, blatem, tetM, tetQ, ermG, ermQ y nim, los cuales se comparten
gradualmente entre otras especies bacterianas por transferencia horizontal de genes y en
las poblaciones de bacterias residentes y transitorias de la cavidad oral. Lo anterior podria
hacer que estos microorganismos frente a una terapia antibidtica inapropiada se les
induzca una presion selectiva en su genoma provocando la expresion de estos genes y por
tanto la resistencia antibiética (Socransky et al., 1998; Tafur et al., 2008; Cortés y Laguilavo,

2012).
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Diferentes estudios han sido realizados para evaluar el perfil de susceptibilidad
antimicrobiana en aislamientos orales de Prevotella spp. Sin embargo, una de las
principales limitantes ha sido la recuperacién del microorganismo debido a sus condiciones
nutricionales y de crecimiento exigente, lo que reduce en la mayoria de estudios el tamafo
de la muestra analizada. En Colombia no se conoce el perfil de susceptibilidad antibiotica de
este género microbiano, que ha cobrado importancia clinica en los ultimos afios. Estudios
previos realizados en nuestro grupo han evaluado concentracién minima inhibitoria por el
meétodo de dilucion en agar con aislamientos provenientes de infecciones cervicofaciales, lo
cual ha permitido establecer un método de trabajo estandarizado para la evaluacion de la
susceptibilidad antimicrobiana en bacterias anaerobias ademas y como fortaleza de este
trabajo se cuenta con un tamafo de muestra importante con respecto a lo reportado en la
literatura, lo que permitira identificar cual es el perfil de susceptibilidad de los aislamientos
orales de P. intermedia y P. nigrescens provenientes de muestras de pacientes que asistieron

a clinicas odontolégicas de la Universidad El Bosque entre 2005-2016.
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4 Justificacion

La presente investigacién evalda la relaciéon que existe entre la presencia de genes de
resistencia y la susceptibilidad antibidtica en aislamientos orales de Prevotella intermedia y
Prevotella nigrescens, se decide evaluar esta especie y no otra ya que se ha reportado un
amplio perfil de resistencia frente a las familias de antibiéticos mas utilizados en el campo
de la odontologia como son [-lactamicos, tetraciclinas, macrélidos y metronidazol, en
microorganismos anaerobios que hacen parte de la microbiota oral normal en especial
Prevotella spp (Kim et al,, 2011). Pese a esto, este género tiene la capacidad de comportarse
como patégeno oportunista en infecciones orales y cervicofaciales y se ha relacionado con
la resistencia a dichos antibi6ticos, pues se ha demostrado la presencia de genes de
resistencia como cfx4, cfxAz, blatem, tetQ, tetM, nim, ermG, ermQ (Brook et al., 2013; Moraes
et al, 2015), ademas puede actuar como reservorio de genes y transferir este material
genético a otras especies generando un aumento en la resistencia, lo cual complicaria la
terapia antibidtica en el manejo de infecciones a nivel oro facial y cervical (Bricefio et al,
2009; Alauzet et al.,, 2010, Kim et al,, 2011). De igual forma, es relevante tener en cuenta que
se ha evidenciado un aumento en las tasas de resistencia antibiotica a nivel mundial, dada
por una inadecuada prescripcion, uso indiscriminado de los antibioticos, entre otros
factores; los cuales favorecen a la expresion y mutacion de genes por una presion selectiva

(Ioannidis et al., 2009; Okamoto et al., 2001).

Es fundamental evaluar la relacion existente entre la presencia de genes de resistencia y la
susceptibilidad antibidtica presentes en aislamientos clinicos orales de Prevotella spp,
considerando que este género hace parte de la microbiota oral normal pero que se
comporta como patdgeno oportunista y se asocia a diferentes infecciones de cavidad oral y
de cabeza y cuello. Ademas, cabe resaltar que en Colombia existe poca evidencia cientifica al
respecto (Jaramillo et al., 2008) y no hay un seguimiento a la resistencia antibidtica en
bacterias orales, no hay vigilancia epidemiolégica y los reportes existentes en la literatura
son de otros paises como Japdn, Estados Unidos y Grecia. (Okamoto et al., 2001; loannidis et

al., 2009; Bricefio et al., 2009).

En Colombia no se estudia sobre resistencia antibiotica en bacterias origen oral,

especialmente en microorganismos anaerobios, por lo que no se conoce cual es la situacion
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en nuestro pais en cuanto al comportamiento de estos microorganismos frente a los
antibiéticos. Asi, el presente trabajo permitird conocer la frecuencia de resistencia
antibiotica y la frecuencia de genes de resistencia que circulan en aislamientos clinicos
orales de P, intermedia y P. nigrescens de pacientes que asistieron a las clinicas
odontologicas de la Universidad el Bosque entre 2005 y 2016. Lo anterior permitira
implementar estrategias y guias de manejo de la terapia antibiodtica, asi como planes de
vigilancia epidemioldgica de la resistencia antibidtica en bacterias anaerobias de origen

oral.
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5 Situacion actual

Anteriormente se han realizado estudios que evaldan la resistencia a los antibiéticos en las
diferentes especies encontradas a nivel de cavidad oral. Se ha observado que desde que se
ha implementado la terapia antibidtica para el manejo de infecciones orales, las especies
bacterianas han ido adquiriendo o desarrollando diferentes mecanismos de resistencia ante
estos medicamentos, el mas comun, genes de resistencia (Réc¢as y Sigueira, 2012). Los
microorganismos anaerobios de cavidad oral son los que en su mayoria se ven asociados en
cuanto a la presencia de estos genes, dentro de estos encontramos a Prevotella spp, el cual

ha adquirido un gran interés a nivel clinico y cientifico (Iwahara et al., 2006).

Pese a que el género Prevotella hace parte de la microbiota normal de cavidad oral, se ha
asociado a infecciones orales y extra orales comportandose como patégenos oportunistas,
ya que poseen diferentes factores de virulencia que ayudan a su supervivencia y ademas les
permite hacer sinergismos poli microbianos con otras especies de la cavidad oral. Dentro de
las asociaciones mdas frecuentes se encuentran: Prevotella 'y Streptococcus,
Peptostreptococcus y Prevotella, Eubacterium y Prevotella (Briceno et al., 2009; Rodriguez-A
y Rodriguez-M, 2009; Alauzet et al, 2010; Ruan et al., 2015). Ademas, se ha asociado a
microorganismos que se encuentran relacionados con enfermedad periodontal como son
Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis y Treponema denticola puesto que Prevotella
spp hace parte del complejo naranja y actia como puente en la colonizacién de estos

periodontopatégenos (Socransky et al., 1998).

En la literatura cientifica se ha evidenciado que, dentro del género de Prevotella existen
algunas especies en las que se identifican con mayor frecuencia los genes de resistencia
mencionados. En P. intermedia se han identificado diferentes genes que codifican -
lactamasas y bombas de eflujo que proporcionan resistencia a los antibidticos (Ruan et al.,

2015).

Los estudios sobre resistencia antibidtica en Prevotella spp se han realizado enfocandose
principalmente en los antibi6ticos de primera eleccion en el manejo farmacoldgico como lo
son los B-lactamicos. En este microorganismo, se ha reportado la produccién de enzimas f3-

lactamasas y enzimas (3- lactamasas de espectro extendido las cuales estan dadas por la
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regulacion de la expresion de los genes cfxA, cfxAz y blatem (Rupp y Fey, 2003; Rogas y
Sigueira, 2012; Fernandez et al., 2015)

Asimismo, se ha evaluado la presencia de genes de resistencia frente a otro tipo de
antibioticos que han adquirido importancia en el manejo farmacolégico de infecciones
orales como metronidazol, eritromicina y las tetraciclinas; dicha resistencia se encuentra
regulada por la expresidon de genes como nim, ermF, ermG, ermQ, tetQ y tetM, los cuales se
asocian a la producciéon de enzimas que tienen la capacidad de inactivar respectivamente

cada antibiotico (Ioannidis et al., 2009).

Por otro lado, en un estudio realizado en China en 41 pacientes, en el cual se evalu6 el perfil
de resistencia frente a antibiéticos utilizados en el campo odontolégico para el manejo de
infecciones como lo son clindamicina, doxiciclina, amoxicilina, metronidazol, entre otros, en
microorganismos anaerobios aislados de abscesos periodontales, utilizando el método de
dilucién en agar brucella; se reporté una resistencia frente a clindamicina, amoxicilina y
metronidazol en un 38%,30% y 9.5% respectivamente. Ademas, se evidenci6 que el gen que
se presentd con mayor frecuencia en los aislamientos de Prevotella spp fue ermF el cual
media la resistencia a antibidtico como la clindamicina, 13 de los 19 aislamientos de
Prevotella que contenian el gen ermF presentaron resistencia dicho antibidtico (Xie et al.,

2014).

Igualmente, Bancescu et al., 2015 evalud en una poblacién de Rumania la susceptibilidad a
penicilinas, metronidazol y clindamicina en 33 aislamientos de Prevotella spp y report6é que
11 de los 33 aislamientos eran resistentes tanto a la penicilina G como a la ampicilina y
ademas presentaron resultados positivos para un tipo de (-lactamasas, las penicilinasas

(Bancescu et al., 2015).

Desde que se ha implementado el uso de los antibioticos para el manejo de las infecciones
de cabeza y cuello se ha venido reportado un aumento en la tasa de resistencia antibiotica.
Veloo y van Winkelhoff, (2015) evaluaron en una poblaciéon de Groningen, los perfiles de
susceptibilidad a antibiéticos frente a amoxicilina, amoxicilina-acido clavulanico,
clindamicina y metronidazol en microorganismos que frecuentemente estan aislados en
cavidad oral; y se observd que la resistencia en los aislamientos de Prevotella spp. a

amoxicilina aumenté en un 30% en el periodo 2011-2013 (Veloo y van Winkelhoff, 2015).
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En el caso de Latinoamérica existen muy pocos reportes en cuanto a genes y perfiles de
resistencia antimicrobiana de algunos microorganismos de interés clinico (Bricefio et al.,
2009; Valenzuela y de Quadros, 2009). En Colombia, cabe destacar el estudio realizado por
Jaramillo et al, 2008 quien reportd resistencia de Prevotella intermedia/nigrescens a
tetraciclinas del 13%, amoxicilina 13.6%, metronidazol 9% y azitromicina 5% en pacientes
con periodontitis crénica (Jaramillo et al,, 2008). Igualmente, Ardila et al., 2010 analiz6 la
susceptibilidad antibidtica de algunos microorganismos aislados en muestras de 76
pacientes con periodontitis en donde se evidencié una alta frecuencia en la resistencia a
clindamicina en P. gingivalis, P. intermedia, P. melaninogenica y F. nucleatum, por el
contrario, se presenta alta sensibilidad a amoxicilina- acido clavulanico y moxifloxacino

(Ardila et al.,, 2009).

29



6 Objetivos
6.1 Objetivo general

Comparar la susceptibilidad antibiética y la presencia de genes de resistencia en Prevotella

intermedia y Prevotella nigrescens.
6.2 Objetivos especificos

e Identificar la presencia de los genes cfxA, cfxAz blarem, tetM, tetQ y ermF en

aislamientos orales de Prevotella intermedia y Prevotella nigrescens.

e Determinar la susceptibilidad a amoxicilina, amoxicilina-acido clavulanico,
tetraciclina, doxiciclina, gentamicina, eritromicina, clindamicina y metronidazol en

aislamientos orales de Prevotella intermedia y Prevotella nigrescens.
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7 Metodologia del proyecto
7.1 Tipo de estudio
Observacional descriptivo in vitro.
7.2 Poblacién y muestra (criterios de seleccion y exclusion)

Se evaluaron 1200 aislamientos de Prevotella spp, provenientes de diferentes muestras
clinicas orales de pacientes que asistieron a consulta a las clinicas odontolégicas de la
Universidad El Bosque; recolectados entre los afios 2005 y 2016 que se encuentran
almacenadas en el cepario del Laboratorio de Microbiologia Oral del Instituto- UIBO
(Unidad de investigacion Basica Oral) conservados a — 80°C en caldo BHI (Infusién Cerebro

Corazén) con 10% de glicerol.
7.3 Procesamiento microbioldgico

Se descongelaron 1200 aislamientos clinicos de Prevotella spp, provenientes de diferentes
muestras clinicas orales de pacientes que asistieron a consulta a las clinicas odontolégicas

de la Universidad El Bosque entre 2005 y 2016.

Se tomo6 50ul de cada aislamiento y se realiz6 una siembra por agotamiento en agar
Brucella enriquecido con 5% sangre de cordero, 0.0005% hemina y 0.00005% menadiona
(BBB Microbiology Systems, cockeysville, MD); se llevo a incubacion a 372 C en atmdsfera
de anaerobiosis (Anaerogen, Oxoid, Hampshire, England) durante 7 dias para la
recuperacion de Prevotella spp. Posteriormente se verificd el crecimiento, morfologia de
colonias y pureza. Los aislamientos puros fueron confirmados por -caracteristicas
morfologicas de las colonias, como todas aquellas colonias planas de borde uniforme,
regular con tonalidades desde un marrén claro hasta negro, prueba de ONPG(orto-

nitrofenil-p-galactésido) y capacidad de auto florecer en presencia de luz ultravioleta.

Seguido a esto, cada aislamiento fue guardado en caldo BHI con 10% de glicerol y
conservado a -80°C para mantener al microorganismo viable, por otra parte, también fue
guardado en 500ul de H20 grado molecular en tubos Eppendorf de 1.5 mL y conservado a -

20°C para extraccion de DNA y pruebas moleculares posteriores.
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7.3.1 Extraccion de DNA de aislamientos de Prevotella spp

Para la identificacién de especie y deteccion de los genes de resistencia en los aislamientos
de Prevotella spp, se realizé la extraccion de DNA por choque térmico para cada uno de
ellos; para ello la muestra previamente conservada en agua y congelada a -20°C fue
sometida a extraccién de DNA por choque térmico, el cual consistié6 someter a ebullicién la
muestra llevandola a un beaker con agua destilada desionizada a una temperatura de 100°C
durante 20 minutos. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 14.000 rpm durante
10 minutos a 4°C, en centrifuga refrigerada (Microcentrifuga refrigerada, Himac-Hitachi
modelo: bCT15RE). El sobrenadante se transfiri6 a nuevo tubo Eppendorf estéril de 1,5mL
previamente marcado y este fue el producto final considerado como DNA, el cual fue

conservado a -20°C hasta su uso.

7.3.2 Identificacién de P. intermedia y P. nigrescens por reaccién en Cadena de la Polimerasa

(PCR)

Se realizé una Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) de los aislamientos orales de
Prevotella spp para identificar las especies de P. intermedia y P. nigrescens. La deteccion de
estos microorganismos se realizé mediante PCR convencional de acuerdo con las
recomendaciones de Ashimoto et al, 1996 modificaciones para este estudio como se

describe a continuacion.

La reaccion para identificar P. intermedia y P. nigrescens se produjo en un volumen final de
25 pL, de los cuales 5puL correspondieron a la muestra y 20uL a la mezcla de reaccion. P.
intermedia la mezcla de reaccidon contenia buffer de PCR 1X (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI
[pH 9,0 a 25°C], 1.5 mM MgCl2 y 0.1% de Triton® X-100); 0,25UI de Taq DNA polimerasa
(Promega); 1 mM MgClz; 0.2mM de cada desoxirribonucledtido y 2uM de cada primer. Para
P. nigrescens la mezcla de reaccién contenia buffer de PCR 1X (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI
[pH 9,0 a 25°C], 1,5 mM MgClz y 0.1% de Triton® X-100); 0,125UI de Taq DNA polimerasa
(Promega); 2 mM MgClz; 0,08mM de cada desoxirribonucleétido y 1,5uM de cada primer.

Los ciclos de temperatura se llevaron a cabo en un termociclador (MyCyclerTM Termal
Cycler, Bio-Rad) realizado para P. intermedia con el siguiente protocolo: un paso inicial de

95°C durante 2 minutos, seguido de 36 ciclos de: 94°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto
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y 72°C por 2 minutos y un paso final de 72°C durante 10 minutos. Y para P. nigrescens: un
paso inicial de 95°C durante 2 minutos, seguido de 36 ciclos de: 94°C por 30 segundos, 62°C
por 1 minuto y 72°C por 2 minutos y un paso final de 72°C durante 10 minutos. Como
control positivo se empled DNA de la cepa de referencia de Prevotella intermedia ATCC

25611, Prevotella nigrescens ATCC 33561 y como control negativo agua molecular.

Los productos de la PCR se separaron electroforéticamente para visualizar las bandas en un
transiluminador (GelDoc-BioRad) con luz ultravioleta a 300 nm. La identificacién de cada
microorganismo se confirmo por la presencia de sus productos de amplificaciéon usando
una electroforesis en un gel de agarosa a una concentraciéon de 1.5% en buffer TAE (Tris-
acetato-EDTA) con 0,5 pg/mL de bromuro de etidio. Las secuencias de primers y

condiciones de amplificacién para cada especie de Prevotella son descritas en la tabla 2.

Tabla 2. Secuencias de primers para Prevotella intermedia y Prevotella nigrescens

Especie Secuencia de Primers Longitud en pb Autor

P.intermedia F: 5’TTTGTTGGGGAGTAAAGCGGG3’ 575 pb Ashimoto et al, 1996
R: 5'TCAACATCTCTGTATCCTGCGT3’

P. nigrescens  F: 5’ATGAAACAAAGGTTTTCCGGTAAG3’ 804 pb Ashimoto et al, 1996
R: 5’CCCACGTCTCTGTGGGCTGCGA3’

7.3.3 Deteccion de los genes de resistencia cfxA, cfxAz blartem, tetM, tetQ y ermF por PCR
convencional

Se realiz6 PCR para la identificacion de los genes cfxA, cfxAz blarem, tetM, tetQ y ermF,

utilizando los primers descritos por diferentes autores (tabla 3).

33



Tabla 3. Secuencia de primers utilizados para los genes cfxA cfxAz blarem tetM, tetQ y ermF.

Gen Secuencia de Primers Longitud en pb Autor

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

cfxAz F:5-CAAAGYGACAAYAATGCCTGCG-3’ 426 pb Fosse etal 2002
R: 5’-TSACGAAGRCGGCWAT-3’

blatem F:5-ATGAGTATTCAACATTTCCG-3’ 858 pb loannidis et al. 2009
R: 5’-CCAATGCTTAATCAGTGAGG-3’

tetM F:5-GACACGCCAGGACATATGG-3’ 397 pb Lacroix et al. 1995
R: 5’-TGCTTTCCTCTTGTTCGAG -3’

tetQ F:5-GGCTTCTACGACATCTATTA-3’ 755 pb Lacroix etal 1996
R: 5’-CATCAACATTTATCTCTCTG-3’

ermF F:5-TTTCGGGTCAGCACTTTACTA-3’ 476 pb Reigetal, 2001

R: 5’-ACTTTCAGGACCTACCTCATA-3’

La presencia de los genes cfxA y cfxAz se determiné por PCR convencional descrita

previamente por Fosse et al., 2002 con modificaciones para este estudio.

La reaccion se produjo en un volumen final de 25 pL, de los cuales 5 pL corresponden a la
muestra y 20 pL a la mezcla de reacciéon que contenia buffer de PCR 1X, (50 mM KCI, 10 mM
Tris-HCI [pH 9.0 a 25°C], 1,5 mM MgClz y 0.1% de Triton® X-100), 0.125 UI de Taq DNA
polimerasa (Promega), 1,5 mM MgClz, 0.2 mM de cada desoxirribonucledtido y 2uM de
cada primer. Los ciclos de temperatura se llevaron a cabo 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, 57°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto y un paso final
de 72°C durante 5 minutos. Como control positivo se emple6 la cepa de referencia de

Bacteroides fragilis ATCC 25285 y como control negativo agua grado molecular.

La deteccion del gen blarem se llevo a cabo segun el protocolo descrito por loannidis et al.,
2009 con modificaciones. La reaccidon se produjo en un volumen final de 25 pL, de los cuales

5 pL corresponden a la muestra y 20 pL a la mezcla de reaccidon que contenia buffer de PCR
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1X, (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI [pH 9.0 a 25°C], 1 mM MgClz y 0.1% de Triton® X-100),
0.25 Ul de Taq DNA polimerasa (Promega), 1 mMMgClz, 20 mM de cada
desoxirribonucle6tido y 2uM de cada primer. Para determinar la presencia de los genes
tetM y tetQ se llevo a cabo el protocolo descrito por Lacroix et al., 1995-1996 con algunas

modificaciones para este estudio.

La reaccién se produjo en un volumen final de 25 pL, de los cuales 5 pL corresponden a la
muestra y 20 uL a la mezcla de reaccién que contenia buffer de PCR 1X (1.0 mM KCI, 10 mM
Tris-HCI [pH 9.0 a 25°C]. 2.0 mM MgClz y 0.1% de Triton® X-100); 0,04 Ul de Tag DNA
polimerasa (Promega); 1,5 mM MgClz; 0.02 mM de cada desoxirribonucleétido y 2uM de

cada primer.

La reaccion y perfil térmico para los genes blarem, tetM y tetQ se llevaron a cabo en un
termociclador (MyCycler™ Termal Cycler, Bio-Rad) incluyendo un paso inicial de 94°C
durante 4 minutos, seguido de 35 ciclos de: 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto y 72°C
por 1 minuto y un paso final de 72°C durante 7 minutos. Como control positivo para el gen
blarem se emple6 la cepa de referencia de Escherichia coli ATCC 25922, para tetQ la cepa de
referencia de Bacteroides fragilis ATCC 25285 y para tetM Fusobacterium nucleatum ATCC

25586 y como control negativo agua grado molecular.

Para determinar la presencia del gen ermF se llev6 a cabo el protocolo segtn lo descrito por
Reig et al, 2001, con algunas modificaciones. La reaccion se produjo en un volumen final de
25 plL, de los cuales 7 pL corresponden a la muestra y 18 pL a la mezcla de reacciéon que
contenia 2.5 pL buffer de PCR 1X (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 9.0 a 25°C), 1 mM MgCl2
y 0.1% de Triton® X-100), 2 pL. MgClz, 1.0 UI de Taq DNA polimerasa (Thermo), 1uL de
cada desoxirribonucleétido y 1 uL del primer. Los ciclos de temperatura se llevaron a cabo
en un termociclador (MyCycler, Termal Cycler, Bio-Rad) incluyendo un paso inicial de 95°C
durante 1 minuto, seguido de 95°C durante 30 segundos, 55°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 empleé DNA de una cepa de referencia para ermF.

Los productos de la PCR se separaron electroforéticamente para visualizar las bandas en un

transiluminador (Gel Doc XR+-BioRad) con luz ultravioleta a 300 nm. La identificaciéon de
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cada microorganismo se confirmé por la presencia de sus productos de amplificacién
usando una electroforesis en un gel de agarosa a una concentraciéon de 1.5% en buffer TAE
(Tris-acetato-EDTA) con 0,5 pg/mL de bromuro de etidio. Las secuencias de primers y

condiciones de amplificacion para cada gen son descritas en la tabla 3.

7.4 Determinacion de Susceptibilidad antibiética en Prevotella intermedia y Prevotella

nigrescens

Para la determinacion de la susceptibilidad antibiética, en este estudio se emple6 el método
de dilucidn en agar, siguiendo los estandares del Clinical and Laboratory Standards Institute

(CLSI, 2016) para cada uno de los antibiéticos aqui evaluados.
7.4.1 Preparacion de medio de cultivo

Agar Brucella suplementado como se indic6 previamente, fue preparado con
concentraciones crecientes de los antibiéticos clindamicina, tetraciclina, doxiciclina,
gentamicina, amoxicilina, amoxicilina/acido  clavulanico, metronidazol desde
concentraciones de 0.25pg/mL, 0,5pg/mL, 1pg/mL, 2pug/mL, 4pg/mL, 8ug/mL, 16pg/mL,
32pg/mL hasta 64pg/mL y utilizado para evaluar la susceptibilidad antibidtica de
aislamientos orales de P. intermedia y P. nigrescens siguiendo las recomendaciones del CLS],

2016 (figura 5).
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Figura 5. Esquema diagramdtico del método de dilucion en agar brucella
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7.4.2 Preparacion de indculos bacterianos

Aislamientos de P. intermedia y P. nigrescens previamente cultivados y verificada su pureza,
fueron utilizados para ajustar espectrofotométricamente (A=620nm) inéculos bacterianos a
una concentracion de 1x10 8 bacterias /mL (densidad 6ptica). Estos indculos fueron
empleados para la determinaciéon de la MIC de cada uno de los antibiéticos evaluados en

este estudio.

Una vez ajustados los in6culos y dentro del rango establecido, se realizé siembra de 10uL de
in6culo en cada pozo correspondiente al aislamiento a evaluar en el medio de cultivo
preparado con una concentraciéon de antibidtico especifica: 0.25pg/mL - 64pg/mL (Figura

6).

Indculos ajustados

'

10pl de inéculo bacteriano

64pug/mL  32pg/mL  16pg/mL  8Hg/mL  4pg/mL 2pg/mL ... 0.25pg/mL

Se toman colonias del agar, se ajustan inéculos bacterianos en tubos con solucion salina a escala 0.5 de Mac Farlandy
espectrofotométricamente 625nm, se toman 10ply se colocan en cada uno de los pozos previamente marcados en la caja del
agar brucella.

Aislamiento 1 (amarillo) Aislamiento 3 (rojo)
Aislamiento 2 (verde) Aislamiento 4 (azul)

Figura 6. Protocolo de Montaje de la MIC de los aislamientos de P. intermedia y P. nigrescens

Posteriormente, las placas de cultivo inoculadas con cada aislamiento en cada una de las
diferentes concentraciones se incubaron a 37°C durante 7 dias en anaerobiosis (Thermo:
AnaeroGen Oxiod Ltd, Basingstoke, UK - Anaerobic indicator BRO0O55B, Oxiod Ltd,
Basingstoke, UK). Transcurrido el tiempo de incubaciéon se realizé lectura de e

interpretacion de las MIC para cada antibiotico evaluado en los aislamientos de P.
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intermedia y P. nigrescens, con sus respectivas diluciones. Se determin6 como concentracién
minima inhibitoria la primera caja de agar con concentracién de antibiotico en la que no se
observa crecimiento bacteriano (Figura 7). Se empleé como control interno la cepa de

referencia de Bacteroides fragilis ATCC 25285.

64pug/mL  32pg/mL  16pug/mL  8He/mlL 4 pg/ml 2pg/mL e 0.25 pg/mL

MIC aislamiento 1 (amarillo) = 16pg/mL MIC aislamiento 3 (rojo)=32ug/mL
MIC aislamiento 2 (verde)= 4pug/mL MIC aislamiento 4 (azul)=8ug/Ml

Figura 7. Lectura e interpretacion de la de MIC de los antibiéticos en aislamientos de P.
intermedia y P. nigrescens

La susceptibilidad de los aislamientos evaluados, se expresaron como MICso (concentracion
de antibiético que inhibe el 50% de cepas evaluadas), MICoo (concentracién de antibidtico
que inhibe el 90% de cepas evaluadas) y Rango (Rango antimicrobiano en el cual se detect6
inhibicion). La frecuencia de aislamientos sensibles y resistentes se expres6 en porcentaje.

Los puntos de corte fueron definidos de acuerdo a lo reportado por el CLSI, 2016 (Tabla 4).
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Tabla 4. Puntos de corte para interpretacién de la MIC para microorganismos anaerobios

fastidiosos. Tomada de: CLSI, 2016.

GRUPO ANTIMICROBIANO CRITERIOS INTERPRETACION MIC (ug/mL)
Penicilinas Ampicilina Susceptible < 0.5 Resistente = 2
Penicilina Susceptible < 0.5 Resistente = 2

Combinaciones inhibidoras
de B-lactamasas Amoxicilina- Susceptible < 4/2 Resistente = 16/8
Acido Clavulanico

Lincosamidas Clindamicina Susceptible < 2 Resistente = 8
Tetraciclinas Tetraciclina Susceptible < 4 Resistente 216
Macroélidos Eritromicina Susceptible < 0.25 Resistente = 1
Amino glucésidos Gentamicina Susceptible < 4 Resistente 216
Nitroimidazoles Metronidazol Susceptible < 8 Resistente = 32

7.5 Plan de tabulacién y andlisis.

Se construyeron bases de datos en Microsoft Office Professional Plus Excel 2013 que fueron
empleadas para calcular frecuencias de Prevotella intermedia/nigrescens, frecuencia de
genes de resistencia y resistencia antibidtica para realizar un analisis descriptivo y expresar

resultados en datos porcentuales.
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8 Consideraciones éticas
8.1 Discusion sobre las consideraciones éticas

El presente proyecto de investigacion no realiza experimentacion 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 minimo para la salud humana. Todos los
experimentos seran realizados siguiendo las normas cientificas, técnicas y administrativas

para la investigacidon en salud, resolucion No 008430 de 1993 del ministerio de salud.
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9 Resultados
9.1 Frecuencia de P. intermedia y P. nigrescens

Se realizo identificacion microbiolégica de los 1200 aislamientos de Prevotella spp, de los
cuales se recuperaron 500 aislamientos puros y viables de Prevotella spp los cuales fueron
la unidad muestral general. Estos se usaron para la identificacion de las especies de P.
intermedia y P. nigrescens. La frecuencia de detecciéon de estas especies fue del 11,4 %
(n=57) y 20,4% (n=102) respectivamente. En la Tabla 5 se muestra la frecuencia de P.

intermedia y P. nigrescens identificados en aislamientos clinicos de Prevotella spp.

Tabla 5. Frecuencia de Prevotella nigrescens y Prevotella intermedia en aislamientos orales

de Prevotella spp.
Bacteria Frecuencia (%)
P. intermedia 57 (11.4)
P. nigrescens 102(20.4)
Prevotella spp 341(68,2)
Total aislamientos 500(100)

9.2 Frecuencia de genes de resistencia en P. intermedia y P. nigrescens

La frecuencia de los genes que codifican para resistencia a antibiéticos (-lactamicos: cfx4,
cfxAz, blarey, tetraciclinas: tetM, tetQ y macrolidos: ermF fue determinada para los
aislamientos de P. intermedia y P. nigrescens. El gen que se detecté con mayor frecuencia fue
tetQ en un 46%, seguido de cfxA en un 37%, tetM 29%, ermF 22%, blarem 17% y en un
menor porcentaje cfxAz con un 2%. En la tabla 6 se muestra la frecuencia de los genes

estudiados para los aislamientos de P. intermedia y P. nigrescens.

Los genes de resistencia a tetraciclinas tetQ y tetM fueron detectados con mayor frecuencia

en la especie P. intermedia con un 46% y 42% respectivamente. Seguido de los genes de
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resistencia a antibiéticos 3-lactamicos cfxA: 21%; blarem: 4%, macrélidos ermF=3%. No se

detect6 presencia del gen cfxAz (Tabla 6).

Para P. nigrescens se encontrd una frecuencia igual para los genes cfxA y tetQ en un 46%,
seguido de ermF en 30%, se observo una frecuencia similar en tetM y blarem con un 27% y

25% respectivamente y en menor proporcién cfxAz en un 3%.

Tabla 6. Frecuencia de genes CfxA, CfxAz, blarem, tetM, tetQ, ermF en aislamientos orales de
Prevotella intermedia y Prevotella nigrescens

Bacteria n cfxA cfxAz blarem tetM tetQ ermF
F(%) F(%) F(%) F(%) F(%) F(%)

P.intermedia 57 12(21) 0(0) 2(4) 24(42) 26(46) 5(3)
P.nigrescens 102 47 (46) 3(3) 25(25) 22(27) 47(46) 31(30)

Total 159 59(37) 3(2) 27(17) 46(29) 72(46) 36(22)

9.3 Susceptibilidad antibidtica en aislamientos de P. intermedia y P. nigrescens

En la tabla 7 se presenta la susceptibilidad antibidtica de los aislamientos orales de P.
intermedia a los que se les identificaron al menos un gen de resistencia, representados en

rango, MICso, MIC9o y aislamientos sensibles y resistentes.

Tabla 7. Susceptibilidad antibidtica en aislamientos de Prevotella intermedia

Antibidticos Prevotella intermedia
Punto de n Rango MIC5so MIC 90 Resistente
corte CLSI (ng/mL) (ng/mL) (ng/mkL) F(%)
S/R
(ng/mL)
AMX <0,5/22 11 <0,25-16 <0,25 4 2(18,2)
AMC <4 /=216 10 <0,25-16 1 8 2(20)
TE <4/z16 10 <0,25-4 0,5 2 0
DO <4/=z216 11 <0,25-2 <0,25 1 0
E 0,25/21 10 <0,25-0,5 <0,25 <0,25 0
(o <2/=28 10 <0,25-0,5 <0,25 <0,25 0
G <4/=z216 8 <0,25- 64 4 >64 7(87,5)
MTZ <8/z232 10 <0,25 - 64 1 >64 4(40)
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De un n total de 57 aislamientos de P. intermedia se determiné que los antibidticos a los
que este microorganismo presenté mayor resistencia fueron gentamicina en un 87,5%y
metronidazol con un 40% ; el rango de inhibiciéon para estos dos antibidticos fue similar
desde concentraciones <0,25-64 pg/mL; para gentamicina la MICso fue de 4 pg/mL y la
MICo0 >64 pg/mL, por otra parte, para metronidazol la MICso fue de 1 pg/mL y la MICoo >64

ug/Ml, siendo adicionalmente estos microorganismos portadores del gen ermF en un 3%.

Asi mismo se detectd resistencia a la amoxicilina y amoxicilina/Ac. Clavulanico en un 20% y
18,2% respectivamente en los aislamientos evaluados; para ambos la inhibicién estuvo en
un rango de <0,25-16 ug/mL; para AMX la MICso fue <0,25pg/mL, mientras que la MICoo de
4pg/mL, por el contrario, para AMC la MICso fue 1 pg/mL y la MICoo de 8 pg/mL. De los
aislamientos evaluados ninguno presenté resistencia a doxiciclina (11), tetraciclina (10),
eritromicina (10) y clindamicina (10). En el grupo de las tetraciclinas (TE y DO) se observé
un rango de inhibicién similar que fue de <0,25-4 pg/mL y 0,25-2 pg/mL respectivamente;
para TE la MICso fue 0,5 pg/mL y la MICoo de 2 pg/mlL, para DO la MICso fue <0,25 pg/mLy
la MICoo de 1 pg/mL. En eritromicina y clindamicina se observaron los mismos resultados
para ambos, un rango de inhibicién de <0,25-0,5 pg/mL y tanto la MICso como la MICoo fue
de <0,25 pg/mL.

En la tabla 8 se presentan los datos de susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos
clinicos orales de P. nigrescens a los que se les identificaron al menos un gen de resistencia,

representados en rango, MICso, MICoo y aislamientos sensibles y resistentes.
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Tabla 8. Susceptibilidad antibidtica en aislamientos de Prevotella nigrescens

Prevotella nigrescens

Antibiéticos Punto de corte

Rango MIC 50 MIC9  Resistente
comy " (vg/ml)  (hg/ml) (g/mi)  F (%)
AMX <05/=22 35 <0,25->64 8 >64 29(82,8)
AMC <4/z216 26 0,5-64 8 64 8(30,7)
TE <4/z216 37 <0,25-16 1 16 6(16,2)
DO <4/z16 37 <0,25->64 <0,25 4 1(2,7)
E <0,25/=21 29 <0,25->64 0,5 32 13(44,8)
cC <2/28 27 <0,25->64 1 >64 13(48,1)
G <4/z216 33 2 ->64 64 >64 29(87,8)
MTZ <8 /=232 34 <0,25- 64 1 8 4(11,8)

De los 102 aislamientos de P. nigrescens evaluados para determinar la susceptibilidad
antibidtica, se observé que, los antibioéticos a los que presentaron una mayor frecuencia de
resistencia fueron a gentamicina y amoxicilina con un 87,8% y 82,8% respectivamente. En
cuanto a gentamicina, el rango de inhibicion fue de 2 ->64 pg/mL; la MICso fue de 64 pg/mL
y la MICoo >64 pg/mL; por el contrario, en amoxicilina la inhibicién fue mas amplio,
comprendiendo concentraciones de antibioticos desde <0,25->64 pg/mlL, la MICso fue
8ug/mL y la MICoo fue >64pg/mL. Por otra parte, se detect6 una resistencia a clindamicina y
eritromicina en un 48,1% y 44,8% respectivamente; el rango de inhibicién fue igual para los
dos antibidticos <0,25->64ug/mL; para eritromicina la MICso fue 0,5ug/mL mientras que la

MICoo 32pg/mL, por el contrario, para clindamicina la MICso fue 1 pg/mL y la MICoo >64
pg/mL.

En cuanto a los demas antibioticos evaluados, se detectaron frecuencias de resistencia
inferiores para amoxicilina/acido clavulanico, tetraciclina, metronidazol y doxiciclina con
30,7% (8), 16,2% (6), 11,8% (4) y 2,7% (1) respectivamente. Para AMC la inhibicion estuvo
en un rango de 0,5-64 pg/mL, la MICso fue 8pug/mL, mientras que la MICoo fue 64pug/mL. En
el grupo de las tetraciclinas (TE y DO) se observo un rango de inhibicion de <0,25-16 pg/mL
para TE y de <0,25->64 pg/mL para DO; para TE la MICso fue 1 pg/mL y la MICoo de 16
ug/mL, para DO la MICso fue <0,25 ug/mL y la MICoo de 4 pg/mL. En metronidazol el rango
de inhibicién fue de <0,25 - 64 pg/mL, la MICso fue de 1 pg/mL y la MICoo 8pg/mL.
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10 Discusion

P. intermedia y P. nigrescens son microorganismos que hacen parte de la microbiota oral
normal. Sin embargo, han generado interés clinico y epidemiolégico debido a que debido a
que participan con frecuencia en infecciones orales. Ha sido ampliamente documentado que
este género microbiano actia como patobionte en estados disbioticos a nivel oral y se
asocia ampliamente con procesos infecciosos polimicrobianas de origen oral, donde han
sido detectados en un 70%de los aislamientos provenientes de abscesos periodontales, de
los cuales el 48.3% correspondian a bacterias negro pigmentadas y 21.7% no pigmentadas
Xie et al. 2014. Asi mismo Veloo y Winkelhoff en 2015 reportaron que Prevotella spp era el
microorganismo anaerobio mas prevalente en las muestras tomadas en 2011, 2012 y 2013
de pacientes de los Paises Bajos, Socrancsky et al, en 1998 identificaron que P.
intermedia/nigrescens se encontraba entre el 50 y 70% de las bolsas periodontales de los
pacientes evaluados, P. intermedia y P. nigrescens, miembros del complejo naranja, se
encuentran entre las especies que se encuentran con mayor frecuencia en la placa
subgingival (Zambon et al, 1981 ; Teanpaisan et al, 1995 ; Kamma et al, 2004). P.
intermedia es un miembro asociado a la periodontitis del microbioma subgingival, mientras
que P. nigrescens se ha detectado en la mayoria de los sujetos y no cambia en proporcién de
salud a enfermedad (Griffen et al., 2012; Abusleme et al, 2013). Por lo tanto, es una especie
central del microbioma subgingival; ademas estos datos reportados son comparables con
los obtenido en este proyecto pues la especie detectada con mayor frecuencua fue P.
nigrescens; adicionalmente, aunque en este estudio no se hizo una clasificacion por
diagnostico la mayoria de muestras eran provenientes de pacientes oralmente sanos lo que
demuestra el papel de P. nigrescens en este caso (Hong et al, 2015). Sin emabrgo, es muy
importante evidenciar que aun siendo la especie reportada en mayor frecuencia en
microbiota normal es la que porta la mayor frecuencia de genes en este trabajo, lo que
explica de manera importante la relacion de P. nigrescens como reservorio genético. Un
estudio mostré que, en la gingivitis natural, al inicio en un estado de salud gingival y
después de 14 dias de gingivitis experimental, el microorganismo predominante es P.
nigrescens (Lie et al, 2001). Gharbia et al. (1994) encontraron que P. intermedia y P.

nigrescens pueden tener diferentes especificidades de sitio y propiedades de superficie y,
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por lo tanto, se esperaria que sus funciones en la patogénesis de la periodontitis difieran
(Gharbia et al, 1994). Teniendo en cuenta lo anterior podria explicarse el porque tenemos

diferencias en la frecuencia de P. intermedia y P. nigrescens en nuestro estudio.

En Colombia existe poca literatura relacionada con la resistencia antibiotica y seguimiento
de aislamientos orales de Prevotella spp. Dentro de la evidencia disponible, en el trabajo de
Ardila, et al,, en 2010 reportan que sujetos Colombianos con periodontitis que asistieron a
las clinicas de la Universidad de Antioquia donde este microorganismo mostré resistencia
variable a amoxicilina, metronidazol y clindamicina en el 35.55%, 26,66% y 22.22% de los
aislamientos de P. intermedia / nigrescens respectivamente en comparacién con
amoxicilina/acido clavulanico y moxifloxacino con los cuales mostraron ser 100%
sensibles, asi mismo Jaramillo A, et al, 2005 caracterizaron clinica y microbiolégicamente
los abscesos periodontales de pacientes que asistieron a la Universidad el Valle en Cali
Colombia, encontrando que P. intermedia/nigrescens eran el segundo microorganismo mas

frecuentemente aislado con un 60%.

Los resultados del presente estudio confirman que este microorganismo sirve como
reservorio de genes de resistencia antibiotica, pues se identificaron genes como cfx4, cfxAz,
blartem, tetM, tetQ, ermF y en efecto los estan expresando, ya que se observo resistencia a las

diferentes familias de antibioticos evaluados en este estudio.

Estos genes evaluados han sido frecuentemente identificados en Prevotella spp, Lacroix et
al, en 1995 sugirieron que el gen tetM estd ampliamente diseminado en la microflora
periodontal adulta, y la evidencia de su estudio en 1996, demuestra que la mitad de las 68
muestras de placa subgingivales analizadas eran tetQ positivas lo que sugiere que los genes
de resistencia a tetraciclinas son muy frecuentes. Alauzet et al, 2010, reporto que de 158
aislamientos de Prevotella baronaie, solo 4,4% presentaban el gen nim y Chung et al, en
1999 detectaron el gen ermF en el 47% de los Prevotella spp identificadas; Fernandez et al,
en 2015, reportaron mayores tasas de produccion de (-lactamasas en P. intermedia que en
P. nigrescens, todos los productores de (-lactamasas poseian el gen cfxA y el alelo mas

frecuente fue el alelo cfxA2.
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Al hacer pruebas de susceptibilidad antibiética mediante el método dilucién en agar y
determinar la MIC se evidencia resistencia de la mayoria de los aislamientos a amoxicilina
(31%) vy gentamicina (36%), mientras que antibiéticos como doxiciclina, tetraciclina,
metronidazol mostraron ser los mas eficientes, y en menor grado clindamicina,
eritromicina y gentamicina; Esto es consecuencia de una mala terapia antibiotica, ya sea en
las erréneas concentraciones y dosificaciones, o la auto prescripcion estd ejerciendo una
presion selectiva en el genoma bacteriano, por lo cual estan generando estos genes de
resistencia complicando el manejo de infecciones. Por el contrario, si se tomaran muestras y
se hicieran pruebas de susceptibilidad antibiética mas frecuentemente no se prescribiran
antibiéticos empiricamente y la terapia antibidtica seria guiada o dirigida de manera

especifica, evitando que aumente la resistencia antibiética.

Antibiéticos como amoxicilina, amoxicilina/acido clavulanico y metronidazol que son los
antibidticos de primera eleccion para el manejo de infecciones orales polimicrobianas, los
dos primeros mostraron no ser suficientes debido a que el 67,3% de aislamientos evaluados
fueron resistentes para amoxicilina mientras para amoxicilina/acido clavulanico
aproximadamente el 72,2% fueron sensibles, por otro lado metronidazol mostré ser
eficiente debido a que el 81,8% de los aislamientos evaluados fueron susceptibles, por tanto
se podria pensar en que la mejor opcidn es la terapia antibiotica combinada ya que no es

suficiente la monoterapia.

Antibidticos como tetraciclina y doxiciclina no son los de primera eleccion, pero son los que
se emplean cuando los de primera eleccion no son eficientes, estos mostraron ser eficientes
debido a que el 87,2% y el 97,9% fueron sensibles respectivamente. En casos en que los
pacientes son alérgicos a las penicilinas con mayor frecuencia se opta por prescribir
macrolidos como azitromicina y/o eritromicina, en este estudio se evalud eritromicina y de
acuerdo a los estudios de susceptibilidad, aproximadamente un poco mas de la mitad de los
aislamientos evaluados (66,6%) fueron susceptibles, lo cual nos crea una gran inquietud de
si deberia ser una opcién eficaz como alternativa para pacientes alérgicos a los antibioticos
de primera eleccion, cuando tetraciclina y doxiciclia muestran una mayor efectividad.
Entretanto el uso de aminoglucésidos como el evaluado en este estudio, gentamicina que ha

sido ampliamente empleado en infecciones orales en combinacién con penicilinas, cuando
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estan implicados microorganismos sobre infectantes como Pseudomonas, Proteus,
Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Serratia entre otros, mostrd ser altamente
ineficiente debido a que el 87,8% de los aislamientos de Prevotella intermedia/nigrescens
mostraron ser resistentes; mientras 64,9% de los aislamientos fueron sensibles frente a

clindamicina y un 35,1% fueron resistentes.

Por otro lado, pese a la estandarizacién de protocolos para el manejo y almacenamiento
viable de los aislamientos clinicos de Prevotella spp. El exigente crecimiento de estos
microorganismos hace que hasta la fecha no se pueda tener el mismo nimero de
aislamientos en los antibiéticos evaluados para de P. intermedia y P. nigrescens, lo cual es

una limitante importante en este tipo de analisis.

En este estudio no se realizé discriminacién de datos por diagnoéstico clinico de donde
provenian las muestras en que se identificaron P. intermedia y P. nigrescens, debido a que
esta asociacion la estdn desarrollando otros estudiantes de la Universidad El Bosque que
contintian con esta linea de profundizacion, por lo cual se pueden sobre o sub estimar los

datos reportados en el presente estudio.

Los resultados de este estudio se unen a los reportes de resistencia antibidtica que alarman
al sector mundial de la salud, puesto que demuestra que paises latinoamericanos como
Colombia en este caso, esta presentando no solo una alta tasa de presencia de genes de
resistencia sino que también los esta expresando, evitando que los antibi6ticos de mayor
uso o de primera eleccién sean eficientes como terapia antibiética, y es por esto que se
plantea, sustituir la monoterapia por una terapia antibidtica combinada y es necesario
hacer investigaciones y estudios para identificar o desarrollar otro tipo de farmaco que

evite el paso de genes de resistencia entre microorganismos.
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11 Conclusiones

1. Prevotella nigrescens es la especie de este género detectada con mayor frecuencia en
los aislamientos clinicos orales de Prevotella spp provenientes de pacientes con
diferentes condiciones clinicas orales.

2. P. intermedia y P. nigrescens son un reservorio importante de genes que codifican
para resistencia antibiotica frente a la terapia de primera y segunda elecciéon en
odontologia y estan expresando estos genes de resistencia, lo cual podria favorecer
eventos de trasferencia genética entre la microbiota normal, transetnte y patégena

complicando el manejo procesos infecciosos en la cavidad oral.
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XI Encuentro Nacional de Investigadores en Enfermedades Infecciosas, Pereira 2018.

Conclusiones. Es probable que la evolucion de la resistencia a macr.é!ic_ifas
y tetraciclinas dentro del clon COL923 se haya generado por la adquisicion
diferencial y co-integracion de pléasmidos. COLCIENCIAS 1308-65741107.

235. Conocimientos acerca del uso de antibi6ticos en practicas ganaderas
de los icipios de Arbelaez, Fusagasuga, Pasca y Silvania, Cundinamarca.

Arenas N, Guzman |, Zambrano J, Torres J,
Universidad de Cundinamarca. nelson.arenas@gmail.com

Introduccién. En Colombia, la produccion lechera presenta una vocacion
a pequefia y mediana escala que no se adhiere a las restricciones operati-
vas y sanitarias vigentes. Dicha situacién, junto con la mala administracion de
antibi6ticos podria generar la aparicion de cepas multirresistentes. Nuestro
objetivo fue evaluar el conocimiento sobre la administracién de antibi6ticos en
productores ganaderos de Arbelaez, Fusagasugd, Pasca y Silvania.

Materiales y métodos. Se realizé una encuesta estructurada acerca del
uso de antibiéticos a 100 productores ganaderos tomados al azar en 4 muni-
cipios de Cundinamarca. En dichas éreas, se tomaron muestras de leche cruda
en las rutas de recoleccién y distribucién para cultivo bacteriano, identificacion
fenotipica de especie y pruebas de susceptibilidad por el método de difusion
de disco. El analisis estadistico se realizé en el programa Epi-infov7.2.

Resultados. En la encuesta, el 72% de los ganaderos reporta que sélo usan
antibiéticos para tratar enfermedades. 46% suministraron antibi6ticos por reco-
mendacién particular, 24% por una experiencia exitosa previa y 20% por calidad
del producto. 56% de los productores nunca han solicitado asistencia técnica, 33%
considera costoso el servicio veterinario y 22% presentan barreras geogréficas. En
las rutas recolectoras de leche, se identifico Escherichia coli, Streptococcus agalac-
tiae y Streptococcus Beta hemolitico. £. coli presentd resistencia a cuatro antibidti-
cos; mientras, la cepa de S. agalactiae fue resistente a ocho antibiéticos.

Conclusiones. Se establecié un escaso conocimiento en la administracion
de antibidticos en ganaderos del Sumapaz y la circulacion de patdgenos mul-
tirresistentes a antibidticos en la leche cruda y que constituyen un riesgo para
|a salud animal y humana.

236. Diseiio y i6n de una maquina de intelig artificial para la
prediccién de péptidos antimicrobianos a partir de secuencias de proteinas.

Correa A, Vélez A, Quintero-Gil C, Mera C, Orduz S.
Grupo Biologia Funcional, Universidad Nacional de Colombia, Sede
Medellin. Instituto Tecnoldgico Metropolitano. alcorrearo@unal.edu.co

Introduccién. La busqueda y disefio de nuevos péptidos antimicrobianos
(PAMs) incluye métodos costosos tanto en tiempo como en dinero. Las maqui-
nas de aprendizaje automatico (MAA) son una alternativa para la prediccion
de PAMs. Por tanto, nos propusimos construir MAA para clasificar y predecir
PAMs con la identificacion de patrones comunes dentro de un conjunto de
secuencias peptidicas.

Materiales y métodos. Se construyé una base de datos a partir de un
conjunto positivo de 604 péptidos provenientes de invertebrados con activi-
dad antimicrobiana y un conjunto negativo de 1059 péptidos sin actividad. Se
realizé un proceso automatico de extraccion de caracteristicas calculando pro-
piedades fisicoquimicas y descriptores moleculares de cada secuencia. Para la
prediccion, se entrenaron cuatro algoritmos, Random Forest (RF), Naive Bayes,
Maquina de Vectores de Soporte (MVS) y una Red Neuronal (RN), y se evalio
el rendimiento de las MAA utilizando un conjunto de 25 péptidos de prueba
evaluados in vitro y activos contra Klebsiella pneumoniae y Acinetobacter bau-
mannii para comparar con los resultados de prediccion.

Resultados. Los modelos de prediccién obtenidos con los algoritmos RF,
Naive Bayes y RN lograron predecir PAMs que tienen una actividad antimicro-
biana in vitro en concentraciones menores a 25 pM con una precision del 95%.

Conclusiones. Tres de los algoritmos de aprendizaje utilizados logran deter-
minar si una secuencia peptidica es candidata a ser un PAM. Estos algoritmos
identifican patrones comunes entre el conjunto de PAMs, teniendo en cuenta su

composicion y la auto-correlacion con residuos dentro de las secuencias.

237. Deteccion de la susceptibilidad antibiética en aislamientos orales de
revotella nigrescens.

Castillo Y, Montafo A, Cardenas E,|Delgadillo N, Lafaurie GI, Castillo DM,
Instituto UTBO-Unidad de Investigacién Bdsica Oral; Facultad de Odon-
tologia; Universidad El Bosque. castilloyormaris@unbosque.edu.co

Introduccién. El género Prevotella pertenece a la microbiota oral normal.
Sin embargo, son aislados de infecciones polimicrobianas, que se manejan
frecuentemente con tratamiento mecanico. En pacientes con riesgo sistémico,
es necesario un tratamiento antibiético adicional. Prevotella nigrescens es muy

importante a nivel clinico debido a su amplio perfil de resistencia frente 2
varias familias de antibidticos utilizados en el campo de la odontologia como
son B-lactamicos, Tetraciclinas y Macrélidos. El propésito de estudio fue deter-
minar la susceptibilidad a Amoxicilina, Tetraciclina, Doxiciclina en aislamientos
orales de Prevotella nigrescens.

Materiales y métodos. Estudio experimental in vitro. Se evaluaron aislamien-
tos orales de P. nigrescens previamente confirmados por PCR. Se determiné la
resistencia antibiotica, mediante el método de dilucién en agar sobre placas de
agar brucella suplementado con hemina, menadiona y sangre de cordero, ade-
mas de concentraciones de antibiéticos desde 0.25ug/ml. hasta 64ug/mL. Como
control positivo se usd Bacteroides fragilis ATCC 25285. La interpretacion de los

resultados de la actividad in vitro de los antibidticos se realizé segun los puntos de
corte reportados por el CLSI. Se realizd andlisis descriptivo de los datos.

Resultados. Prevotella nigrescens presentd resistencia antibiotica con el
88% de 26 aislamientos evaluados resistentes a amoxicilina, 19% de 31 aisla-
mientos fueron resistentes para tetraciclina, 32% de los 25 aislamientos eva-
luados fueron resistentes para doxiciclina.

Conclusiones. los aislamientos clinicos orales de P. nigrescens presentan
alta resistencia antibiética a la amoxicilina, antibiético de primera eleccion
para infecciones de origen odontogénico.

PARASITOLOGIA

238. D i6n y localizacion de un did
falciparum.

a NADK en Plasmodium

Guasca L, Ramirez M,
Universidad Nacional de Colombia. lkguascap@unal.edu.co

Introduccién. La NAD quinasa (NADK) es una enzima importante en el me-
tabolismo redox a nivel celular y se ha propuesto como un blanco importan-
te para la supervivencia de algunos patégenos. Sin embargo en P.falciparum
esta enzima adn no ha sido caracterizada generandose muchos interrogantes
sobre la presencia de su producto el NADP+ en el parésito y en diversas vias
metabélicas que lo emplean como sustrato. Por lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue identificar un candidato de la enzima en P. falciparum con la pro-
duccion de anticuerpos policlonales que permitan su deteccion en extractos
proteicos y su localizacion a nivel subcelular en el protozoo.

Materiales y métodos. La caracterizacion in vivo del candidato PNADK se
realizé con la produccion de anticuerpos policlonales en modelos aviares (IgY)
y murinos (IgG). Inicialmente se obtuvo como antigeno proteina recombinante
del candidato, purificada a partir de cuerpos de inclusion. Las inoculaciones en
ambos modelos se realizaron por un periodo de cuatro semanas. Se caracte-
rizaron los anticuerpos producidos en el suero de ambos modelos evaluando
factores como cantidad minima de antigeno reconocido y diferentes concen-
traciones de los anticuerpos.

Resultados. Una vez caracterizados se emplearon para reconocer la pro-
teina candidato por ensayos de inmunodeteccién sobre proteinas totales del
P, falciparum y determinar una posible localizacion subcelular en extractos del
parasito por inmunofluorecencia

Conclusiones. Los resultados obtenidos permitieron identificar una pro-
teina citoplasmatica de 76kDa lo cual coincide con los analisis bioinformaticos
anteriormente predichos, determinandose por primera vez |a presencia de una
posible enzima NADK en este patégeno.

239, Estandarizacion de una prueba de RT-qPCR para cuantificar la ex-
presion del marcador de agotamiento celular PD-1 en PBMCs humanos.

Garcia-Lopez L, Cardona N, Vargas-Montes M, Osorio-Méndez F,
Rincon-Andrade M, Gémez-Marin J,
Universidad del Quindio. lauralorenagar@hotmail.com

Introduccién. El receptor de muerte programada 1 (PD-1) se expresa en la
superficie de diversas células del sistema inmune y su activacion lleva a la dis-
funcionalidad y muerte por apoptosis; fenémeno denominado agotamiento
celular. La sobreexpresion de PD-1 se ha descrito como un factor importante
en la reactivacion de enfermedades cronicas, incluyendo la toxoplasmosis en
el raton. El objetivo de este trabajo es estandarizar un ensayo de RT-qPCR para
cuantificar la expresién de PD-1 en PBMCs humanas.

Materiales y métodos. Se aislaron PBMCs de sangre y, a partir de ellas,
RNA total. Para eliminar el DNA gendmico, las extracciones se trataron con
DNAasa I. Con el RNA obtenido se realizaron reacciones de RT-qPCR de un
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