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Resumen

Las infecciones bucodentales son uno de los problemas de salud publica mas constantes alrededor del mundo, con
importantes repercusiones econdmicas. La etiologia de las enfermedades como gingivitis, periodontitis, mucosititis y
periimplantitits es multifactorial, ocasionada en su mayoria por géneros bacterianos como Streptococcus, Treponema,
Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium y Enterococcus, entre otras. Por otra parte, estudios recientes indican la
presencia de genes de resistencia a antibioticos (ARGs) en el microbioma bucal, en los cuales se destacan la resistencia a
macroélidos, lincosamidas, tetraciclinas, betalactamicos y estreptogramas. Debido a lo agresivo de los cuadros clinicos, es
necesario identificar a los microrganismos causantes de las patologias bucales y sus principales caracteristicas biologicas
para ofrecer opciones de tratamiento eficientes y disminuir la resistencia bacteriana. Por lo anterior, el objetivo del presente
estudio fue identificar y caracterizar a los microorganismos presentes en pacientes con enfermedades periodontales de la
region del Bajio.
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Abstract

Oral infections are one of the most important public health problems worldwide with economic consequences. The etiology
of diseases as gingivitis, periodontitis, mucositis and peri-implantitis is multifactorial, mostly caused by genera such as
Streptococcus, Treponema, Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Enterococcus and others. On the other hand, recent
studies indicate the presence of antibiotic resistance genes (ARGs) in the oral microbiome, in which resistance to macrolides,
lincosamides, tetracyclines, beta-lactams and streptogramins is common. Due to the aggressiveness of oral disease, it is
necessary to identify the microorganisms causing oral pathologies and their main biological characteristics to offer efficient
treatment options and reduce bacterial resistance. Therefore, the objective of this study was to identify and characterize the
microorganisms present in patients with periodontal diseases from Bajio region.

Keywords: Periodontal diseases, oral microbiome, antimicrobial resistance.

Introduccion

La boca o cavidad bucal es una parte del cuerpo que cumple con diversas funciones, como iniciar la digestion y ser parte
del proceso de fonacion. Ademas, cuenta con su propio microbioma, el cual participa en la proteccion contra agentes
patdgenos evitando su adhesion y produciendo nitritos, que seran incorporados al flujo sanguineo favoreciendo la formacion
de 6xido nitrico, como primer sistema de defensa [1]. Los organismos que conforman este microbioma, generalmente, varian
dependiendo del area demografica, la dieta, la edad, entre otros factores; no obstante, los géneros que usualmente estan
presente son Streptococcus, Leptotrichia, Eikenella, Granulicatella, Rothia, Porphyromonas, Actinomyces, Fusobacterium,
Corynebacterium, Prevotella, Haemophilus, Treponema, Neisseria, Capnocytophaga, Lactobacterium, Veillonella,
Peptostreptococcus, Gamella, Staphylococcus, Eubacteria y Propionibacterium [1].
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A pesar de los beneficios que trae el microbioma bucal, los malos habitos de higiene llevan a que estas bacterias proliferen
exageradamente y dafien los tejidos de las mucosas y las encias. Esto ocasiona que las bacterias comiencen a generar
biopeliculas (asociacion de comunidades bacterianas), provocando una retraccion de las encias en forma de bolsa donde
también se almacena sarro. Esto es cominmente 1lamado gingivitis [2]. Posteriormente, los microorganismos se infiltraran
en las bolsas, inflamado los tejidos que con el tiempo desarrollara una destruccion de la zona alveolar y la caida del diente,
este cuadro clinico se le conoce como periodontitis [2][3]. Este progreso de la enfermedad también sucede en los implantes
dentales, inicialmente se lleva un proceso de infiltracion de los microorganismos en el periodonto del implante, causando
una inflamacion reversible con sangrado conocida como mucositis periimplantaria, sin embargo, el progreso de esta
enfermedad lleva a un estado irreversible con la destruccion 6sea del alveolo, este cuadro clinico se llama peri-implantitis

[4105]-

Las infecciones periodontales se pueden determinar por las manifestaciones clinicas como por los agentes etiologicos que
los provocan. La gingivitis se caracteriza por una retraccion de las encias con un ligero hinchazon, enrojecimiento y
sangrado, habitualmente sin dolor [2][6]. Los agentes etiologicos que causan esta enfermedad son los géneros Streptococcus,
Fusobacterium, Actinomyces, Veillonella'y Treponema [6]. En el caso de periodontitis, los sintomas que la componen son:
inflamacion de los tejidos del periodonto, dolor dental, sangrado, reabsorcion en la zona alveolar, y en tltima instancia, la
pérdida del diente [3][4]. Los patdgenos que causan la enfermedad son Porphyromonas, Prevotella, Bacteroides,
Fusobacterium 'y Enterococcus [3][7]. La mucositis periimplantaria causa enrojecimiento, hinchazén, sangrado e
inflamacion reversible, mientras que la peri-implantitis ademds de estos sintomas tienen purulencia, inflamacion de los
tejidos del periodonto y reabsorcion osea [4][S]. La etiologia estd compuesta de Prevotella nigrescens, Streptococcus
constellatus, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivlis, Treponema denticola, Tannerella
forsythia 'y Enterococcus faecalis [4][7].

Las consecuencias de padecer una enfermedad periodontal se ven agraviadas por los fendmenos de resistencia a antibidticos
en el microbioma bucal. En un estudio realizado por Caselli et al., [8], se realizo la identificacion de genes de resistencia a
antibioticos (ARGs) en muestras pertenecientes a pacientes sanos, resultando en una alta incidencia de genes de resistencia
a macrolidos, lincosamidas, estreptograminas y tetraciclinas. Asi mismo, un estudio de metagendmica realizado por Kang
et al., [9], en una muestra de obtenida de una paciente con enfermedad periodontal, se descubri6 ARGs de bacitracina,
betalactamicos, macrolidos-lincosamidas, estreptograminas y tetraciclinas, ademas de genes de resistencia a metales
(MRGs).

Por esta razon, en las enfermedades bucodentales es importante la identificacion del agente causal, para ofrecer un
tratamiento dirigido y evitar utilizar antibidticos que generen el incremento de ARGs en el microbioma bucal. El objetivo
de este proyecto fue identificar y caracterizar a los microorganismos presentes en pacientes con enfermedades periodontales
de la region del Bajio.

Estrategia experimental

La estrategia experimental para identificar y caracterizar las bacterias de infecciones orales consistio en 3 etapas: 1)
Aislamiento y resiembra de cultivos puros, 2) Caracterizacion bioquimica y 3) Caracterizacion molecular.

Los medios de cultivos utilizados fueron el medio enriquecido de infusion cerebro y corazén (BHI) en condiciones de
microaerofilia a 37°C. Las bacterias aisladas fueron denominadas como Aislado Bucal 01 (ABO1), AB02 y AB03, las dos
primeras corresponden a un paciente que presentaba peri-implantitis y mucositis, mientras que la ultima pertenecia a una
enfermedad periodontal no clasificada.

La caracterizacion bioquimica se centrd en definir su morfologia individual y de colonia a través de una tincion de Gram.
Para la identificacion de sus propiedades metabolicas, se realizaron las pruebas de oxidasa, catalasa, hemolisis en agar
sangre, hidrélisis de bilis-esculina, fermentacion de manitol y movilidad. Estas pruebas fueron ejecutadas mediante técnicas
estandar [10] [11] [12].

Las pruebas de susceptibilidad se ejecutaron mediante el método de difusion en disco (Kirby - Bauer) utilizando sensidiscos
Gram positivos de la marca MULTIBAC L.D. Cabe destacar que, en el caso del agente causante de peri-implantitis debido
a las exigencias de su crecimiento, se utiliz6 el medio Cation Ajusted Muller Hinton (CAMH) ideal para los microorganismos
fastidiosos descrito en M07-A9-2012 del CLSI [13]. Estas pruebas fueron realizadas en base a las técnicas estandar del
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) [14] [15].

La caracterizacion molecular consistio en la amplificacion por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en
punto final y secuenciacion de la subunidad ribosomal 16s. La amplificacion de esta region se llevo a cabo en reacciones de
50 pLutilizando  los  oligos universales  16s-Fw  TTGGAGAGTTTGATCMTGGCTC 'y  16S-Rv
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GTATTACCGCGGCTGCTG [16] bajo las siguientes condiciones de reaccion: Desnaturalizacion inicial: 95°C/3min; 40
ciclos de desnaturalizacion: 95°C/30seg; alineamiento: 64°C/30seg; extension: 72°C/20seg y una extension final:
72°C/10min. El fragmento de la amplificacion (510 pb) fue cortado a partir del gel de agarosa al 1% y purificado mediante
columnas comerciales (Thermo Scientific™ Kit de purificacion de PCR GeneJET) para su posterior cuantificacion y
secuenciacion. Con los datos obtenidos, se realizé el alineamiento de las secuencias utilizando la herramienta Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) [17].

También se amplificaron los genes gtf-B y gtf-B-zu presentes en Streprococcus mutans [18] [19], los genes ssl y ss2
caracteristicos de Streptococcus sanguinis [20], y los genes ef] y ef2 para la identificacion de Enterococcus faecalis [21]
siguiendo las condiciones reportadas previamente, en un volumen final de reaccion de 10 uL. Estos genes se seleccionaron
de acuerdo a los resultados de las pruebas bioquimicas. El aislamiento de DNA genomico de cada aislados se obtuvo con el
procedimiento establecido por Aljanabi y Martinez (1997) [22].

Resultados
Morfologia colonial de los aislados bucales

Los resultados mostraron que los aislados bucales son capaces de crecer en condiciones de microaerofilia y aerobiosis. El
ABO1 y AB02 presentaron la misma morfologia colonial, didametro en un rango de 1 — 2 mm, forma redonda de bordes lisos,
color blanco, elevacion convexa a plana y consistencia butirosa. Por su parte, el AB03 mostr6 un diametro de 1 mm, forma
redonda de bordes liso, translucida, elevacion convexa a plana y consistencia butirosa (Figura 1). Los 3 aislados resultaron
ser cocos Gram positivos (Figura 2).

Figura 1. Morfologia colonial de los aislados bucales en medio BHI. a) AB0O1, b) AB02 y c) AB03. Fotografias estereoscopias 2X.

Caracteristicas bioquimicas de los aislados bucales

Los resultados de las pruebas bioquimicas (Tabla 1) nos indicaron que los géneros causales de las patologias analizadas
pudieran ser microorganismos correspondientes a los géneros Streptococcus sp y Enterococcus sp. Los cuales son
considerados de los principales agentes etiologicos de cuadros de peri-implantitis y enfermedades periodontales [3][7].
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Figura 2. Morfologia colonial de los aislados bucales. a) ABO1, b) AB02 y c) AB03. Fotografias microscopicas 100X
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Tabla 1. Pruebas bioquimicas realizadas en los aislados bucodentales (AB01, AB02, AB03).

Caracteristicas ABO1 AB02 ABO03
Cuadro clinico Periimplantitis Mucositis Cuadro periodontal
Condiciones de crecimiento Acrobiosis / Acrobiosis / en Aerobiosis /en CO, 5% a
enCO, 5% a €0, 5% a37°C 37°C
37°C
Oxidasa - - -
Catalasa - - -
Hemolisis y y y
Manitol - -
Hidrolisis de esculina N/C N/C +
Gram + + +
Agrupacion Cadena de Diplococos Diplococos
€ocos

Simbologia: +, prueba positiva; -, prueba negativa; y, no hemolisis; N/C, sin crecimiento.

Respecto a la susceptibilidad microbicida, el aislado ABO1 y AB02 resultaron resistentes a 4 de los 12 de los antibidticos
probados, sensibles a 5 y mostraron resistencia intermedia a 3 antibioticos. El aislado ABO03, solo mostr6 resistencia a la

Ampicilina, mientras que a los 11 antibidticos restantes fue sensible (Tabla 2).

Tabla 2. Antibiograma de los aislados bucodentales.

Antibioticos

ABO1

AB02

AB03

Ampicilina 10 pg
Cefaletina 30 ug
Cefotaxima 30 ug
Ciprofloxacino 5 ug
Clindamicina 30 ug
Dicloxacilina 1 pug
Eritromicina 15 ug
Gentamicina 10 ug
Penicilina 10U
Tetraciclina 30 ug
SXT 25 ug
Vancomicina 30 ug

——nwnAx"IInNn—~nnn=x

—— N NI IH N - nn D

=

nNnunwmwnvm ~rnwm nounn nonn

R, resistente; I, intermedio; S, sensible.

Caracterizacion molecular de los aislados bucales

Se obtuvo DNA genomico de los aislados a concentraciones de 1013.2 ng/uL, 2343.4 ng/uL y 1128.1 ng/uL para los aislados
ABO1, AB02 y ABO3 respectivamente. La amplificacion por PCR punto final de gtf/-B y gtf-B-zu especificos para S. mutans
y ssl y s2 para S. sanguinis fue negativa para los aislados ABO1, AB02, y AB03. La amplificacion de efl y ef2 especificos

para E. faecalis fue positivo para AB02 y ABO3 (Tabla 3).

Tabla 3. Amplificacion de genes de S. mutans y S. sanguinis

Genes ABO01 AB02 ABO03
gtf-B Negativo  Negativo  Negativo
gtf-B-zu Negativo  Negativo  Negativo
ssl Negativo  Negativo  Negativo
ss2 Negativo  Negativo  Negativo
efl Negativo  Positivo Positivo
ef2 Negativo  Negativo  Positivo
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La amplificacion de una region de la subunidad 16s ribosomal correspondi6 al tamaiio de 510 pares de bases para todas las
muestras, una imagen representativa del producto obtenido de las muestras ABO1 y de E. coli ATCC de 24212 utilizada
como control positivo se muestran en la Figura 2.

Los datos de secuenciacion fueron de buena calidad y el analisis de BLAST de las muestras ABO1 y AB02 arrojo un
porcentaje de identidad de 99.81% con Streptococcus salivarius cepa HNL13. Por otro lado, para el aislado AB03, el analisis
de BLAST arroj6 un resultado de 99.61% porcentaje de identidad con el microrganismo Enterococcus faecalis cepa 1153.

500 S <4— 510 pb

250

Discusion

Los resultados mostraron que los aislados ABO1 y AB02, provenientes en la muestra del paciente con peri-implantitis,
corresponden a Streptococcus salivarius, mientras que ABO3, relacionado con un cuadro periodontal, fue identificado como
Enterococcus faecalis. Ambas bacterias, presentaron resistencia a multiples antibidticos, entre ellos los betalactamicos,
macroélidos, sulfonamidas y quinolonas de segunda generacion.

El aislamiento de Streptococcus salivarius como posible agente etiologico de los cuadros clinicos de periimplantitis y
mucositis fue muy interesante, debido a que no se encontr6 bibliografia que relacionara a esta bacteria comensal como el
agente causal de una enfermedad oral. S. salivarius se asocia predominantemente a cuadros de bacteriemia, endocarditis y
meningitis en pacientes con salud en estado critico o inmunodeficientes [23]. Este resultado quiza se deba a que la muestra
fue tomada de un adulto mayor. Sin embargo, es posible que S. salivarius se presente en algun nivel de las biopeliculas
dentales. Una investigacion realizada en la universidad de Rijeka y Osijek, observo que la cepa de Streptococcus salivaris
K12 podria ser capaz de mantener la homeostasis del microbioma bucal, evitando el desarrollo de bacterias causantes de
enfermedades bucodentales, como Streptococccus mutans, Streptococcus oralis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans
[24]. Por lo cual, es posible que esta bacteria estuviera presente en conjunto con otro agente causal, que quizas, al tener
condiciones de crecimiento mas estrictas, no fue posible aislar en esta ocasion.

En el caso de Enterococcus faecalis, se trata de una bacteria que si esta relacionada con enfermedades periodontales [7]. La
identificacion de este agente patdgeno es importante debido a los factores de virulencia que posee. Por ejemplo, se ha
demostrado que es capaz de generar biopeliculas, y también de producir lipasa (92%), hemolisina (28%) y gelatinasa (39%)
[7]. Por ultimo, es importante mencionar que recientes estudios, y este mismo trabajo reportan, la seleccion de resistencia a
multiples antibidticos, como la tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol, ampicilina y amoxicilina, el cual es una
caracteristica para considerar que determina la eleccion del tratamiento correcto [7].

Los resultados de la identificacion y susceptibilidad a compuestos antimicrobianos es una parte fundamental en la
caracterizacion de agentes etiologicos de la cavidad oral, debido a que permite orientar una terapia dirigida al
microorganismo en cuestion, evitando el uso de antibidticos de amplio espectro. Por otra parte, la resistencia de
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antimicrobianos es cada vez mas frecuente en bacterias patdgenas como comensales, por eso mismo es importante orientar
el desarrollo de estrategias rapidas y eficientes para la identificacion de los organismos causales de infecciones, asi como
de terapias alternativas de tratamiento, como el uso de péptidos antimicrobianos, probidticos y extractos de plantas, entre
otros [25].

Conclusion

Las pruebas bioquimicas y técnicas moleculares permitieron la identificacion y caracterizacion de los microrganismos
presentes en pacientes con distintas patologias orales en la region del Bajio. Ademas, se confirmo la resistencia a antibidticos
que presentan. Por lo cual, resulta indispensable estandarizar una estrategia de identificacion y caracterizacion rapida de los
patogenos de la cavidad oral con la finalidad de proponer los antibidticos idoneos para el tratamiento de las infecciones
bucales asi como el estudio de terapias alternativas que permitan disminuir la seleccion de bacterias resistentes.
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