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RESUMEN

Introduccion: Una practica comun en el tratamiento de las enfermedades
periodontales, es el empleo de diversos antibidticos como coadyuvantes en el
tratamiento de estas infecciones. Sin embargo, existe una preocupacion creciente
acerca del uso excesivo de antibidticos en el tratamiento de las enfermedades
periodontales y sobre el papel que esto puede jugar en el desarrollo de especies
bacterianas resistentes. Mas aun, se sabe que los patrones de resistencia pueden
variar de manera significativa en diferentes poblaciones debido a diferentes
estrategias en el control y uso de los antibioticos. El objetivo del presente estudio fue
determinar la presencia de resistencia a antibidticos frecuentemente utilizados en la
terapia periodontal, en bacterias provenientes de placa dentobacteriana subgingival
de sujetos Mexicanos.

Materiales y métodos: 40 muestras de placa dentobacteriana subgingival de sujetos
Mexicanos (N=20) fueron procesadas para determinar el % de UFC que crecieron en
presencia de amoxicilina y doxiciclina. Ademas, de cada muestra fueron aisladas 50
cepas, las cuales fueron procesadas para determinar la resistencia y las CMIs a seis
antibidticos (amoxicilina, cefotaxima, ciprofloxacina, clindamicina, doxiciclina y
metronidazol), asi como para ser identificadas utilizando la técnica de “checkerboard”
para hibridaciones DNA-DNA.

Resultados: El 1% y 4% de las UFCs provenientes de placa dentobacteriana
subgingival, crecieron en presencia de 8 pg/ml de amoxicilina y doxiciclina,
respectivamente. Del total de las cepas analizadas (n=1,679), el 44.3% fue sensible a
todos los antibidticos y el 55.7% fue resistente o multiresistente. Del total de las
cepas identificadas (n=962), el 50.7% fue sensible a todos los antibiéticos y el 49.3%
fue resistente. Del total de cepas identificadas que fueron resistentes (n=467), el
69.6% fue resistente a un solo antibidtico, el 27.4% a dos antibiéticos y el 3.0% a tres
antibioticos. Ninguna de las cepas evaluadas mostro resistencia a 4 o mas
antibiéticos. El mayor porcentaje de cepas identificadas que mostrd resistencia, la
presentd a metronidazol (34.3%), por el contrario, el menor porcentaje de cepas
identificadas que mostré resistencia, la presentd a cefotaxima (0.3%). Algunas de las
cepas que mostraron resistencia y/o multiresistencia fueron identificadas como A.
actinomycetemcomitans, E. corrodens, P. micros, S. noxia, P. gingivalis, F.
nucleatum y diferentes especies de Streptococcus, Actinomyces 'y Prevotella.

Conclusiones: Los resultados del presente estudio indicaron que antibidticos
comunmente utilizados en la terapia periodontal como amoxicilina y doxiciclina son
potencialmente eficaces en la inhibicion de un gran numero de especies de la placa
dentobacteriana subgingival. Sin embargo, en presencia de metronidazol, un gran
numero de las especies evaluadas incluyendo especies consideradas patdégenos
periodontales, mostro resistencia. Los resultados de este estudio reflejan la
necesidad de ampliar la informaciéon obtenida, para que en consecuencia, seamos
capaces de establecer parametros mas especificos para la seleccién de antibiéticos
sistémicos en el tratamiento de las enfermedades periodontales en la poblacion
Mexicana.



ABSTRACT

Introduction: The use of a number of systemic antibiotics as adjuncts to
conventional periodontal therapy is common. However, there is growing concern
about the wide-spread use of antimicrobial agents in the treatment of periodontal
infections and of its role in the development of bacterial resistance. It is well known
that antibiotic resistance patterns can vary significantly in different populations due to
varying strategies of antibiotic usage and control. The purpose of the present study
was to determine the presence of resistance to different antibiotics in subgingival
microbial species in samples from Mexican subjects.

Materials and methods: 40 subgingival plaque samples collected from Mexican
subjects (N=20) were processed to determine the % of CFUs that grew in the
presence of amoxicillin and doxycycline. Also, 50 strains were isolated from each
sample and processed to determine the resistance and MICs to six different
antibiotics (amoxicillin, cefotaxime, ciprofloxacin, clindamycin, doxycycline and
metronidazole), and for identification using the “checkerboard” DNA-DNA
hybridization technique.

Results: 1% and 4% of CFUs from subgingival plaque samples grew in the presence
of 8 ug/ml of amoxicillin and doxycycline, respectively. Of the total number of strains
evaluated (n=1,679), 44.3% were sensitive to all of the test antibiotics and 55.7%
were resistant or multiresistant. Of the total number of strains identified (n=962),
50.7% were sensitive to all of the test antibiotics and 49.3% were resistant. Of the
total number of resistant strains that were identified (n=467), 69.6% were resistant to
one antibiotic only, 27.4% to two antibiotics and 3.0% to three antibiotics. None of the
strains evaluated exhibited resistance to 4 or more antibiotics. The largest proportion
of resistant strains that were identified were resistant to metronidazole (34.3%), in
contrast, the lowest proportion of resistant strains that were identified were resistant
to cefotaxime (0.3%). Some of the strains that exhibited resistance and/or
multiresistance were identified as A. actinomycetemcomitans, E. corrodens, P.
micros, S. noxia, P. gingivalis, F. nucleatum and different species of Streptococcus,
Actinomyces and Prevotella.

Conclusion: The results of the present study suggested that various antibiotics
commonly used in periodontal practice such as amoxicillin and doxycycline, are
potentially effective in inhibiting the growth of a large number of bacterial species in
subgingival plaque samples. However, others such as metronidazole seem not to be
as effective given that a number of the bacterial species evaluated including various
periodontal pathogens exhibited resistance to this particular antibiotic. Furthermore,
the results of the present study reflect the need for broader information regarding
antibiotic resistance patterns in order to enable the establishment of effective and
more specific parameters for the selection and use of systemic antibiotics for the
treatment of periodontal diseases in the Mexican population.



I. INTRODUCCION

A. ANTECEDENTES
Composicion microbiolégica de la placa dentobacteriana subgingival

La placa dentobacteriana esta compuesta por comunidades microbianas
adheridas a la superficie dental, embebidas en una matriz de exopolisacaridos y
organizadas en una estructura llamada biopelicula (Marsh & Bradshaw, 1995;
Costerton, et al., 1999; Molin, 1999). Esta biopelicula, también conocida como placa
dentobacteriana, estd compuesta por aproximadamente 500 especies bacterianas
diferentes (Moore, et al., 1982; Moore, et al., 1983; Paster, et al., 2001). La superficie
dental provee un sustrato estable para la colonizacion bacteriana en la cavidad bucal.
En contraste, las agregaciones bacterianas en la mucosa masticatoria y en la
mucosa de carrillos, piso de la boca y paladar duro son, en general, limitadas debido
al recambio y descamacioén de las células epiteliales que los conforman (Listgarten,
1999).

La secuencia de colonizacién y formacion de la placa dentobacteriana es un
proceso orquestado y altamente ordenado (Xie, et al., 2000). Pocos minutos después
de realizar una limpieza dental profesional, los primeros colonizadores, cocos y
bacilos Gram-positivos principalmente de los géneros Streptococcus y Actinomyces,
se adhieren a la superficie dental por medio de moléculas especificas de adhesion
bacteriana (Saxton, 1973; Theilade, et al., 1982; Scannapieco, 1994; Jenkinson &
Lamont, 1997), las cuales interactuan con moléculas adheridas a la superficie dental
derivadas de componentes salivales y del fluido crevicular (Gibbons, et al., 1988;

Gibbons, et al., 1991; Kolenbrander, et al.,, 1999). Estos primeros colonizadores



juegan un papel muy importante en la formacién de la placa dentobacteriana, ya que
tienen receptores especificos para las diferentes especies bacterianas que
posteriormente se coagregaran a la estructura inicialmente formada (Gibbons &
Nygaard, 1970; Cook, et al., 1998).

Los segundos colonizadores, también llamados colonizadores puente o
secundarios, poseen mecanismos de adhesién tanto con los primeros colonizadores
como con las especies que se coagregaran de forma tardia a la placa bacteriana.
Este grupo de microorganismos esta formado principalmente por especies
pertenecientes a los géneros Campylobacter, Capnocytophaga, Veillonella,
Fusobacterium y Prevotella entre otros (Kolenbrander, et al., 1999). Finalmente, si la
secuencia de colonizacion de la placa bacteriana no se ve interrumpida, un tercer
grupo de microorganismos principalmente especies anaerdbicas Gram-negativas
como especies de los géneros Treponema y Porphyromonas (Kolenbrander, et al.,
1999; Listgarten, 1999), se unen a la biopelicula dental.

Con el fin de ampliar y mejorar nuestro entendimiento sobre la composicion y la
asociacion que existe entre las bacterias que conforman la placa dentobacteriana, se
realizé un estudio en donde fueron analizadas muestras de placa dentobacteriana
subgingival provenientes de pacientes periodontalmente sanos y con enfermedad
periodontal (Socransky, et al., 1998). Las muestras fueron analizadas utilizando la
técnica de “checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA (Socransky, et al., 1994), la
cual permite la identificacion simultanea de multiples especies bacterianas en un
gran numero de muestras que contengan mezclas complejas de microorganismos

(Socransky, et al., 2004). A continuacibn se mencionan los cinco complejos



bacterianos descritos en dicho estudio, a los que con fines practicos les fueron

asignados colores:

Complejo amarillo: especies del género Streptococcus como Streptococcus
sanguinis, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii y
Streptococcus intermedius.

Complejo verde: Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochracea,
Capnocytophaga sputigena, Campylobacter concisus, Eikenella corrodens y
Actinobacillus actinomycetemcomitans serotipo a.

Complejo morado: Veillonella parvula y Actinomyces odontolyticus.

Complejo naranja: Fusobacterium sp. y subespecies, Peptostreptococcus
micros, Prevotella nigrescens, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus,
Campylobacter gracilis, Campylobacter showae, Eubacterium nodatum 'y
Streptococcus constellatus.

Complejo Rojo: Tannerella forsythia (antes llamada Bacteroides forsythus),
Porphyromonas gingivalis y Treponema denticola.

Especies no agrupada: A. actinomycetemcomitans serotipo b, Selenomonas
noxia y Actinomyces viscosus.

Las bacterias que conforman cada complejo se encuentran fuertemente

asociadas entre si. Como se puede observar en la Figura 1, los complejos amarillo,

verde y morado se encuentran mas fuertemente asociados entre si y éstos a su vez

asociados al complejo naranja pero no con los miembros del complejo rojo. A su vez,

los complejos también ejemplifican la secuencia de colonizacién, de tal manera que

los miembros de los complejos amarillo y morado forman parte de los colonizadores



primarios, los miembros del complejo naranja, junto con los miembros del complejo
verde son colonizadores puente y finalmente los miembros del complejo rojo son

colonizadores tardios (Socransky, et al., 1998).
Etiologia bacteriana de las enfermedades periodontales

Las enfermedades periodontales son infecciones que se caracterizan por la
pérdida progresiva de los tejidos de soporte del diente (encia, ligamento periodontal,
cemento radicular y hueso alveolar), son causadas por grupos especificos de
microorganismos que colonizan la superficie dental y el espacio subgingival
(Armitage, 1999). La diversidad de las especies bacterianas capaces de colonizar la
cavidad bucal asi como la dificultad o imposibilidad técnica para obtener una muestra
cultivable representativa de la placa dentobacteriana subgingival ha dificultado la
determinacion de los agentes etioldgicos de las enfermedades periodontales.

La busqueda de los agentes causales de las enfermedades periodontales tiene
sus inicios en la llamada “época de oro” de la microbiologia (entre 1880-1920
aproximadamente) (Socransky & Haffajee, 1994). Durante esta época se realizaron
grandes descubrimientos, uno muy significativo fue la aportacion de Roberto Koch,
quien pudo demostrar lo que ya desde tiempo atras se sospechaba, que las
enfermedades infecciosas eran causadas por “pequefios organismos vivos” asi como
sentar las bases para el estudio metddico de los organismos patdgenos (Koch, 1881;
Koch, 1882; Koch, 1884). Con la ayuda de las técnicas disponibles en ese tiempo,
los investigadores sugirieron como posibles agentes causantes de la destruccidon de
los tejidos periodontales cuatro grupos de microorganismos: amibas, espiroquetas,

fusiformes y estreptococos (Meyer, 1917).



Sin embargo, el estudio de las bacterias que colonizan la cavidad bucal y el
papel que desempenan en el desarrollo de las enfermedades periodontales se vio
interrumpido, y para mediados de los anos 1930, practicamente ningun investigador
dirigioé su atencion a este campo (Belding & Belding, 1936).

Fue hasta principios de los afos 1960, que la etiologia bacteriana de las
enfermedades periodontales, volvié a incitar el interés de los investigadores. Los
primeros estudios de esta época hechos con animales experimentales, demostraban
que la enfermedad periodontal podia ser transmitida a otros animales sanos y que un
microorganismo ahora conocido como A. viscosus era capaz de causar la
destruccion de los tejidos periodontales de animales sanos (Jordan & Keys, 1964;
Keyes & Jordan, 1964). Mas tarde, los estudios de la gingivitis experimental en
humanos, demostraron que la gingivitis puede ser inducida intencionalmente por la
acumulacién de placa dentobacteriana y que conforme ésta madura, los signos
clinicos de la gingivitis se acentuan (L6e, et al., 1965; Lde, et al., 1967). Finalmente,
estudios como los de Gibbons (Gibbons, et al., 1963), Socransky (Socransky, et al.,
1963; Socransky, 1970; Socransky, et al.,, 1970) y Newman (Newman, et al., 1976;
Newman & Socransky, 1977) marcaron la pauta y encaminaron la busqueda de los
agentes bacterianos especificos causantes de las enfermedades periodontales.

Utilizando técnicas de microbiologia tradicional, se realizaron excelentes
trabajos como los de Moore y Moore, quienes analizaron muestras de placa
dentobacteriana subgingival en sujetos con diferentes grados de enfermedad
periodontal y en sujetos periodontalmente sanos. Sus resultados mostraron una
variacion en la microbiota subgingival de acuerdo a los diferentes estadios

periodontales de salud y enfermedad. Las especies compatibles con salud incluian



miembros de los géneros Actinomyces, Streptococcus y Veillonella, mientras que
especies de los géneros Eubacterium, Campylobacter, Fusobacterium,
Porphyromonas, Prevotella, Tannerella (Bacteroides) y Treponema fueron
detectadas en mayores proporciones en sitios con enfermedad (Moore & Moore,
1994; Moore, 1994).

De igual manera, pero utilizando la técnica de “checkerboard” para
hibridaciones DNA-DNA, fueron analizadas muestras de placa dentobacteriana
subgingival de sujetos sanos y con diferentes tipos de periodontitis. De acuerdo con
la descripcion de los complejos bacterianos, los miembros de los complejos rojo y
naranja fueron encontrados mas comunmente en bolsas periodontales profundas,
mientras que especies de los complejos amarillo, verde y morado junto con A.
viscosus fueron consideradas como benéficas 6 compatibles con la salud periodontal
(Socransky, et al., 1998).

A la fecha, se reconoce que las infecciones periodontales son de origen
endbégeno y que especies consideradas patdgenos periodontales se encuentran
también colonizando la placa dentobacteriana de sujetos sanos (Dahlen, et al., 1992;
Riviere, et al., 1995; Ashimoto, et al., 1996; Ali, et al., 1997; Haffajee, et al., 1998;
Tanner, et al., 1998; Haffajee, et al., 1999; Willis, et al., 1999; Ximenez-Fyvie, et al.,
2000). Sin embargo, el grado de patogenicidad de la placa dentobacteriana se ve
influenciado por el medio ambiente local (Socransky & Haffajee, 1991), factores de
virulencia de ciertos microorganismos (Neiders, et al., 1989; Shah, et al., 1989) y la
cantidad e identidad de las bacterias presentes; se estima que en un surco
subgingival sano las cuentas bacterianas son de 10> mientras que un surco enfermo

puede tener cuentas mayores o iguales a 10® (Socransky & Haffajee, 1994).



Por otro lado, la susceptibilidad del hospedero para padecer periodontitis
incluye factores como respuestas inmunes deficientes (Genco, 1992; Petit, et al.,
1999; Petit, et al., 2001), polimorfismos genéticos (Kornman & Duff, 1997; Newman,
1997; Kornman & di Giovine, 1998; Quappe, et al., 2004), tabaquismo (Bergstrom &
Eliasson, 1987; Haber, 1994; Haffajee & Socransky, 2001) y algunas enfermedades
sistémicas que pueden influir en el grado de severidad de la periodontitis como la
diabetes y algunos padecimientos congénitos y autoinmunes (Najera, et al., 1997,

Grossi & Genco, 1998; Kinane & Marshall, 2001; Teng, et al., 2002).
Administracion de antibiéticos sistémicos en la terapia periodontal

A principios del siglo XX surgieron terapias enfocadas a la eliminacion de los
agentes microbianos que se creia causaban las enfermedades periodontales. Estas
terapias incluian vacunas (Medalia, 1916; Hoffman, 1919; Briggs, 1924; Nikolaewa,
1926), empleo de luz ultravioleta (Rasmussen, 1929) y el uso de agentes causticos
como fenol y acido sulfurico o tricloracético (Chance, 1928; Frachtmann, 1928;
Hartzell, 1928).

Actualmente en la terapia periodontal, una practica comun es el empleo de
diversos antibiodticos sistémicos y locales como coadyuvantes en el tratamiento de
estas infecciones. Los agentes antibacterianos mas frecuentemente utilizados en la
terapia periodontal, son las penicilinas, tetraciclinas, metronidazol, clindamicina y
azitromicina (Walker, 1996; Slots, 2002; Slots & Ting, 2002).

Una de las penicilinas con mayor uso en la terapia periodontal es la amoxicilina,
la cual pertenece al grupo de las aminopenicilinas (Handsfield, et al., 1973). Esto se

debe, a que es un antibidtico que alcanza niveles altos en el fluido crevicular (de 1.5



a 14 ug/ml) (Walker, et al., 1983; Gordon & Walker, 1993; Tenenbaum, et al., 1997).
Se ha reportado que la administracion sistémica de amoxicilina sola 6 en
combinacidén con acido clavulonico o con otros antibiéticos como metronidazol mejora
los parametros clinicos periodontales como el nivel de insercion y disminuye la
prevalencia de bacterias periodonto-patogenas (Berglundh, et al., 1998; Winkel, et
al., 2001; Rooney, et al., 2002). Sin embargo, también existen algunos estudios que
sugieren, que el uso de amoxicilina en comparacion con el uso de otros antibiéticos
(Haffajee, et al., 1995a) 6 inclusive con placebos (Winkel, et al., 1999) no proporciona
ningun beneficio adicional a la terapia mecanica convencional.

El uso de antibidticos como las cefalosporinas en el tratamiento de las
enfermedades periodontales no es habitual. Sin embargo, algunos estudios
realizados in vitro sugieren que agentes como la cefotaxima son capaces de inhibir
microorganismos periodonto-patégenos como P. gingivalis, P. intermedia (Fanali, et
al., 1990) y A. actinomycetemcomitans (Kaplan, et al., 1989) asi como un porcentaje
importante de cepas aisladas de pacientes con gingivitis 6 con algun grado de
periodontitis (Saini, et al., 2003). La efectividad de las cefalosporinas en contra de las
bacterias Gram-negativas, se debe a su habilidad para penetrar la membrana
externa, su estabilidad a la hidrodlisis p-lactamica en el espacio periplasmico y a su
afinidad por las proteinas de unién a la penicilina (PBPs) (Belfiglio, 1999).

Las tetraciclinas son sin duda de los antibidticos mas frecuentemente utilizados
en la terapia periodontal (Seymour & Heasman, 1995; Feres, et al., 1999a; Ramberg,
et al., 2001). El uso clinico de estos antibidticos se debe en parte a los niveles que

alcanza en el fluido crevicular (1 a 8 ug/ml) (Gordon, et al., 1981; Sakellari, et al.,



2000) y a propiedades consideradas de gran valor en el manejo de las enfermedades
periodontales, como el efecto anti-inflamatorio y la inhibiciéon de la actividad de la
colagenasa (Plewig & Schopf, 1975; Golub, et al., 1984; Wikesjo, et al., 1986; Rifkin,
et al.,, 1993). Los estudios realizados para analizar la efectividad de la doxiciclina
demuestran que el uso de doxiciclina sistémicamente administrada en combinacion
con las terapias mecanica y/6 quirurgica convencionales, mejora los parametros
clinicos periodontales (Feres, et al., 1999a; Ramberg, et al., 2001).

La clindamicina es un antibiético de uso moderado en la terapia periodontal que
alcanza niveles en el fluido crevicular de aproximadamente 2 ug/ml (Walker, et al.,
1981). Los estudios clinicos en los que se ha evaluado el efecto de la clindamicina
como coadyuvante a la terapia periodontal convencional, en el tratamiento de
pacientes con periodontitis refractaria o en pacientes con enfermedad periodontal
severa, reportan que el uso de este antibidtico mejora los parametros clinicos
periodontales y disminuye la actividad de la enfermedad (Gordon, et al., 1985;
Gordon, et al., 1990; Walker & Gordon, 1990; Magnusson, et al., 1994).

Por otra parte, el uso de la ciprofloxacina en la terapia periodontal es limitado.
Esto se debe en parte a que diversos estudios sugieren que la eficacia de la
ciprofloxacina en contra de microorganismos anaerobios es moderada (Prabhala, et
al., 1984; Goldstein & Citron, 1985; Sutter, et al., 1985). Sin embargo, se ha
reportado que la ciprofloxacina puede inhibir el crecimiento in vitro de importantes
patogenos periodontales como T. forsythia 'y P. micros (Lakhssassi, et al., 2005). Mas
aun, un estudio sugiri6 que la administracion sistémica de ciprofloxacina en

combinacioén con la terapia mecanica convencional podia erradicar temporalmente a



A. actinomycetemcomitans en pacientes con periodontitis cronica (Muller, et al.,
1998).

El metronidazol alcanza niveles en el suero y en el fluido crevicular que van de
3.6 a 13.8 ug/ml (Notten, et al., 1982; Britt & Pohlod, 1986; van Oosten, et al., 1986).
El uso del metronidazol en la terapia periodontal ha sido bien estudiado (Gusberti, et
al., 1988; Jenkins, et al., 1989; Loesche, et al., 1993), sin embargo su efectividad
como adjunto al tratamiento periodontales aun es controversial. Algunos estudios
sugieren que después del uso de este antibidtico en combinacion con el raspado y
alisado radicular se reduce de manera importante la profundidad de la bolsa ademas
de que existe una ganancia en el nivel de insercion periodontal (Sigusch, et al., 2001;
Carvalho, et al., 2004) mientras otros, reportan mejorias clinicas demasiado discretas
para recomendar su uso (Walsh, et al., 1986; Jenkins, et al., 1989; Yilmaz, et al.,
1996). Los mejores resultados han sido observados cuando se administra el
metronidazol en combinacion con otros antibidéticos como amoxicilina (Berglundh, et
al., 1998; Winkel, et al., 2001; Rooney, et al., 2002) y espiramicina (Quee, et al.,
1987).

Existen dos factores que deben ser considerados en la eleccion de antibidticos
sistémicos utilizados en el tratamiento de las enfermedades periodontales. El primero
es la concentracion que el antibidtico alcanza en el fluido crevicular (Cgce), la cual
proporciona informacion acerca de los niveles alcanzados por el antibidtico en el
habitat ecolégico ocupado por especies periodonto-patégenas. El segundo factor es
la concentracion minima inhibitoria (CMI) del antibiético, la cual es una determinacién

in vitro de la concentracidn minima capaz de inhibir el crecimiento de las especies



bacterianas. La actividad antimicrobiana es definida entonces como la relacion que
existe entre la Cgcr y la CMI (Genco, 1981; Goodson, 1994; Goodson, 1996).

Se ha concluido de manera general, que la administracion de antibiéticos
locales 6 sistémicos “mejora” los signos clinicos caracteristicos de las enfermedades
periodontales tales como nivel de insercion, sangrado al sondeo y supuracion
(Goodson, 1994; Ramberg, et al., 2001; Serino, et al., 2001; Herrera, et al., 2002;
Addy & Martin, 2003; Dorfer, 2003; Haffajee, et al., 2003). Asi mismo, se han
reportado mejorias clinicas en pacientes con formas agresivas de periodontitis
cuando los antibiéticos se utilizan en combinacién con el raspado y alisado radicular
y con algunas terapias periodontales quirurgicas (Listgarten, et al., 1978; Quee, et al.,
1987; Haffajee, et al., 1995a; Haffajee, et al., 1995b; van Winkelhoff, et al., 1996;
Carvalho, et al., 2004).

Sin embargo, existe una preocupaciéon creciente acerca del uso excesivo de
antibidticos en el tratamiento de las enfermedades periodontales y el papel que esto
puede jugar en el desarrollo de especies bacterianas resistentes (Palmer, et al.,
2000; Addy & Martin, 2003). Mas aun, se sabe que los patrones de resistencia
pueden variar de manera significativa en diferentes poblaciones (Pacini, et al., 1997;
Poulet, et al., 1999; van Winkelhoff, et al., 2000; Ready, et al., 2002; Handal, et al.,
2003; Rodrigues, et al., 2004; van Winkelhoff, et al., 2005; Ready, et al., 2006). Esto,
puede deberse en parte, a diferentes estrategias en el control y uso de los
antibidticos (Baquero, et al., 1991; Calva, et al., 1993; Cullmann, 1996; Pradier, et al.,
1997; Leyva, 1999). Debido a esto, el estudio de la presencia de especies resistentes
en la placa dentobacteriana (Kinder, et al., 1986; Fiehn & Westergaard, 1990;

Listgarten, et al., 1993; Feres, et al., 1999b; Madinier, et al., 1999; Feres, et al., 2002;



Handal, et al., 2003; Quirynen, et al., 2003; Rodrigues, et al., 2004), puede proveer
informacion util para entender la efectividad potencial de los antibiéticos en el
tratamiento de las enfermedades periodontales, sobre todo en un pais como México
en donde el uso excesivo de antibidticos y la automedicacién, son una practica

comun por la mayoria de la poblacion (Calva, et al., 1993; Leyva, 1999).
Antibiéticos y mecanismos de resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana a los antibiéticos no es un hecho reciente, el mismo
Alexander Fleming observé que ciertas cepas no eran susceptibles al “filtrado liquido”
que obtenia del Penicillium (Fleming, 1929). Sin embargo, la incidencia de cepas
resistentes a uno o varios antibiéticos ha ido en aumento afo con afio. El potencial
de las bacterias para desarrollar resistencia se ha incrementado debido al abuso de
los antibidticos y a ciertas practicas en la agricultura y acuacultura donde son
administradas dosis sub-terapéuticas de antibidticos (Levy, 1992; Roberts, 2002;
Livermore, 2003).

Se sabe que las bacterias, han desarrollado resistencia practicamente contra
todos los antibidticos que se encuentran en uso (Fluit, et al., 2001a; Fluit, et al.,
2001b). Algunas especies bacterianas pueden ser naturalmente resistentes o bien,
volverse resistentes a uno o mas antibidticos por medio de mutaciones
cromosomales en genes que codifican vias metabdlicas 6 por la presencia de DNA
extracromosomal como pueden ser plasmidos, transposones y/o integrones (Stokes

& Hall, 1989; Hall & Stokes, 1993; Normark & Normark, 2002).



A continuacion se mencionan algunas caracteristicas basicas de los antibi6ticos
utilizados con mayor frecuencia en el tratamiento de las enfermedades periodontales,

asi como sus mecanismos de accion y resistencia.
i. Antibioticos p-lactamicos

De acuerdo con su estructura quimica, los antibiéticos B-lactamicos se pueden
dividir en diferentes grupos que incluyen a las penicilinas, cefalosporinas,
carbapenems y monobactamicos (Yu, et al., 2006). Los antibidticos B-lactamicos
inhiben la sintesis del peptidoglicano de la pared celular bacteriana, interrumpiendo
el proceso de transpeptidacion en el que se unen mediante enlaces cruzado las
cadenas de glicanos. La accidn B-lactamica se debe a la habilidad de la droga para
unirse a las proteinas de unién a la penicilina (PBPs). Las PBPs son enzimas
involucradas en los estadios terminales del ensamblaje de las cadenas del
peptidoglicano, durante el crecimiento y division de la célula (Ghuysen, 1994). Las
penicilinas intervienen en la etapa final de la sintesis del peptidoglicano, es decir
cuando las cadenas largas se entrelazan por transpeptidacién, actuando como
analogos estructurales de la enzima acil-d-alanil-d-alanina, evitando el
entrecruzamiento de las cadenas largas (Atlas, 1997). Esto da por consecuencia que
la estructura del peptidoglicano se debilite y la célula eventualmente muera (Tomasz,
1979; Yocum, et al., 1980; Tomasz, 1986).

Mecanismos de resistencia. La resistencia a los antibiéticos B-lactamicos se
debe principalmente a dos mecanismos: 1) presencia de enzimas B-lactamasas y 2)

cambios cromosomales.



Resistencia enzimatica. Las B-lactamasas son enzimas bacterianas que se
encuentran codificadas en plasmidos o dentro del cromosoma bacteriano. Estas
enzimas protegen a los microorganismos contra los efectos letales de los antibiéticos
B-lactamicos, actuan hidrolizando el anillo B-lactamico causando la inactivacién de
estas drogas (Lamotte-Brasseur, et al., 1994), previniendo asi, su unién a las PBPs
(Bush, et al., 1995; Livermore, 1995).

Las B-lactamasas se encuentran en la mayoria de las especies Gram-negativas
(Sykes & Matthew, 1976) y en algunas especies Gram-positivas (el Solh, et al.,
1986). Se han identificado mas de 190 enzimas B-lactamasas. De acuerdo con su
secuencia de aminoacidos, las B-lactamasas, pueden ser clasificadas en 4 grupos
molecularmente diferentes, clases A, B, C y D (Bush, et al., 1995). Las B-lactamasas
A, C (AmpC) y D, poseen un residuo activo de serina, el cual es esencial para la
inactivacién del agente B-lactdmico. Mientras que las B-lactamasas B, son un grupo
de metalo-enzimas, las cuales requieren de zinc para ser activas.

Las B-lactamasas del grupo A, estan principalmente codificadas en plasmidos
portadores de genes de las familias TEM y SHV, las cuales son las B-lactamasas
mas comunmente producidas por la familia Enterobacteriaceae como Escherichia coli
y Klebsiella pneumoniae. TEM-1 es la mas comun de las B-lactamasas en las
bacterias entéricas Gram-negativas, aunque también se encuentra en Haemophilus
influenzae, Haemophilus parainfluenzae y Haemophilus paraphrohaemolyticus
(Scheifele, et al., 1982; Facinelli, et al., 1992). La enzima TEM-1 puede estar
asociada a grandes plasmidos conjugativos o en pequefios plasmidos en especies

de Haemophilus, los cuales se han diseminado al género Neisseria dentro del cual



ha reportado un alto nivel de resistencia a las penicilinas en especies como Neisseria
gonorrhoeae (Roberts, 1989).

A mediados de los aifos 1980 fueron aprobadas para su uso, cefalosporinas de
espectro-extendido, y poco después, bacterias resistentes a estos antibibticos
empezaron a emerger. La primera [(-lactamasa de espectro extendido clase A
(ESBL, extended-spectrum B-lactamase), es la SHV2, la cual confiere resistencia a la
cefotaxima y esta enzima fue encontrada en aislados de K. pneumoniae, Serratia
marcescens, y Klebsiella ozaenae recolectadas en Alemania (Knothe, et al., 1983;
Kliebe, et al., 1985). Las cefalosporinas de espectro-extendido no son hidrolizadas
por las B-lactamasas de amplio espectro TEM-1, TEM-2 y SHV-1 (Bush, et al., 1995;
Jacoby, 1997), sin embargo, éstas pueden ser inhibidas por el inhibidor B-lactamico
por excelencia, el acido clavulénico (Bush, et al., 1995).

En la flora bucal, han sido detectados plasmidos de multi-resistencia que
contienen al gen para (B-lactamasa TEM-1 en especies de Neisseria y E. corrodens
aisladas de paises Europeos (Pintado, et al., 1985; Rotger, et al., 1986a; Rotger, et
al., 1986b; Roberts, 1989). También se han identificado B-lactamasas en especies
Gram-negativas de Bacteroides, Capnocytophaga, Veillonella (Kinder, et al., 1986;
Bush, et al.,, 1995), Prevotella (Valdes, et al., 1982; van Winkelhoff, et al., 1997;
Handal, et al., 2003; Handal, et al., 2004) y Fusobacterium nucleatum (Nyfors, et al.,
2003).

Cambios cromosomales. La resistencia a las penicilinas no es siempre debida a
la presencia de una enzima. Existen aislados de especies de Neisseria y
Streptococcus, en donde la resistencia se debe al reemplazo de fragmentos de los

genes que codifican para las PBPs con fragmentos correspondientes de especies



mas resistentes (Bowler, et al., 1994). Algunas de las especies mas estudiadas que
muestran este tipo de resistencia no-enzimatica son Streptococcus pneumoniae y
Neisseria meningitidis en las cuales se han descrito diferentes mosaicos de genes
pbp2x y pbp2b, respectivamente. Algunos de los segmentos de estos genes de
resistencia, provienen de genes relacionados de S. mitis, mientras que otros, se
piensa que provienen de otras especies de Streptococcus (Dowson, et al., 1994).

La resistencia mediada por PBPs también ocurre en Staphylococcus aureus.
Estos aislados tienen una PBP adicional de baja afinidad PBP2a (PBP2") codificada
en el gen mecA (Archer & Niemeyer, 1994; Pinho, et al., 2001). Este gen codifica una
nueva proteina la cual tiene baja afinidad por las penicilinas y esta presente junto con
el conjunto normal de PBPs que se encuentran en las cepas susceptibles. Se cree
que la nueva proteina funciona cuando existen altas concentraciones de B-lactamicos
en el ambiente y que las PBPs normales funcionan cuando hay un ambiente libre de
B-lactdmicos (Tomasz, 1994).

La resistencia natural es una propiedad genética estable codificada en el DNA
gendémico y compartida por todos los miembros del mismo género. Un ejemplo de
esto es el caso de los miembros del género Enterococcus, los cuales, son
intrinsecamente resistentes a todas las cefalosporinas clinicamente disponibles

(McManus, 1997).
ii. Tetraciclinas

Las tetraciclinas, son una familia de antibidticos que inhiben la sintesis de
proteinas evitando la union del tRNA en el sitio aceptor A (aminoacil) del ribosoma

(Chopra & Roberts, 2001). La doxiciclina y la minociclina son consideradas las



tetraciclinas con mayor actividad. La doxiciclina es un antibiético de amplio espectro
que tiene actividad contra un gran numero de microorganismos Gram-positivos y
Gram-negativos asi como contra protozoarios, miembros de los géneros
Mycobacterium, Chlamydia y Rickettsia (Perdue & Standiford, 1999). Las tetraciclinas
entran a la célula bacteriana por difusidon pasiva a través de poros hidrofilicos de la
membrana externa y luego a la membrana citoplasmatica por medio de transporte
dependiente de energia (Chopra, et al.,, 1992). Una vez que las tetraciclinas se
encuentran en el citoplasma bacteriano, éstas se unen la subunidad ribosomal 30S
reduciendo la afinidad del tRNA con el complejo ribosomal y el mRNA (Perdue &
Standiford, 1999).

Mecanismos de resistencia. Se han descrito diferentes determinantes de
resistencia que codifican para alguno de estos tres mecanismos de resistencia: 1)
proteinas efflux, 2) proteinas que protegen a los ribosomas de la accién de las
tetraciclinas y 3) modificacion enzimatica de las tetraciclinas (Levy, et al., 1999).
También han sido descritas mutaciones cromosomales que confieren resistencia a
las tetraciclinas, principalmente en especies Gram-negativas (Roberts, 1996). Sin
embargo, el principal mecanismo de resistencia bacteriana contra las tetraciclinas, se
debe a la adquisicién de determinantes genéticos de resistencia.

Proteinas efflux. El grupo de genes que codifican para este tipo de proteinas,
son los mas abundantes (Levy, et al., 1999) y los genes mas representativos son
tetA, tetB, tetC, tetD y tetE (Roberts, 1996). La mayoria de las proteinas efflux son
proteinas transmembranales que se encuentran localizadas en la bicapa lipidica de
la membrana citoplasmatica (Chopra & Roberts, 2001). El gen tetB efflux en especies

Gram-negativas, ha sido identificado en 18 géneros bacterianos incluyendo especies



de Actinobacillus, Klebsiella y Haemophilus (Roberts, 1996). El gen fetB se ha
encontrado en plasmidos conjugativos, sin embargo, no es mévil en un pequeno
numero de aislados de Moraxella y Treponema que han sido analizados (Roberts, et
al., 1990; Roberts, et al., 1996). Por otro lado, los genes efflux tetK y tefL que se
pensaba que estaban presentes exclusivamente en bacterias Gram-positivas, se han
encontrado ocasionalmente en especies bucales Gram-negativas como F.
nucleatum, Haemophilus aphrophilus y V. parvula, las cuales pueden presentar
alguno de estos dos genes (Roberts, 1996).

Proteinas de proteccion ribosomal. Las proteinas de proteccién ribosomal
actuan uniéndose al ribosoma causando una alteracion en su conformacion, esto
evita que la tetraciclina se una a éste y por consiguiente la sintesis de proteinas no
se ve alterada (Chopra & Roberts, 2001). Los genes de resistencia que codifican
para este tipo de resistencia mas ampliamente distribuidos y estudiados son tetM y
tetO (Roberts, 1996). El gen tetM, es el segundo gen tet mas frecuentemente
descrito, y ha sido encontrado en 15 diferentes géneros bacterianos y una gran
variedad de especies (Roberts & Lansciardi, 1990; Roberts, 1996). El gen tetM
parece tener un origen Gram-positivo, sin embargo, a diferencia del gen tetB, el gen
tetM se encuentra tanto en bacterias Gram-positivas como Gram-negativas (Roberts,
1996). El gen tetM ha sido asociado con elementos conjugativos que han sido
descritos tanto en especies Gram-positivas del género Clostridium,
Peptostreptococcus y Streptococcus, como en especies Gram-negativas de
Fusobacterium y Veillonella (Roberts & Lansciardi, 1990; Roberts, 1996). El gen tetO
tiene 76% de homologia con el gen tetM y se ha encontrado en especies

bucales/respiratorias Gram-positivas de los géneros Lactobacillus, Staphylococcus y



Streptococcus (Roberts, 1996). El gen tetQ tiene 56% de homologia con el gen tetM,
y fue descrito por primera vez en colonias de Bacteroides (Roberts, 1996). También
ha sido identificado en especies Gram-negativas de diferentes géneros como
Capnocytophaga, Porphyromonas y Prevotella (Olsvik, et al., 1994; Olsvik, et al.,
1995; Olsvik, et al., 1996; Leng, et al., 1997).

Proteinas de modificacion enzimatica. Este mecanismo de resistencia sélo se
ha encontrado codificado en un gen conocido como fetX (Speer, et al., 1991). El
producto de este gen es una proteina que modifica la estructura quimica de las
tetraciclinas, provocando la pérdida de la funcién de éstas (Chopra & Roberts, 2001).
Se ha encontrado, que este gen esta relacionado a dos transposones, encontrados
en especies intestinales del género Bacteroides. Sin embargo, poco se sabe del gen

tetX (Roberts, 1996).
iii. Macrdlidos y lincosamidas

Este grupo de antibiéticos, inhibe la sintesis de proteinas, uniéndose a la
subunidad ribosomal 50S (Weisblum, 1995), debido a que comparten sitios de unién
con esta subunidad (Champney & Burdine, 1995). La eritromicina es mas activa
contra organismos Gram-positivos que contra Gram-negativos y no es activa en
ambientes anaerdbicos, sin embargo, los nuevos derivados como la azitromicina y la
claritromicina, tienen mejor actividad en contra de Gram-negativos y han sido
sugeridos para el tratamiento de muchas infecciones (Kirst, 1991). La clindamicina es
un derivado de la lincosamida y al igual que ésta, inhibe la sintesis de proteinas
(Reusser, 1975). La clindamicina actua inhibiendo la unién del tRNA o la reaccion de

translocacion seguida de la union del aminoacidos en el ribosoma (Le, et al., 1982).



Este antibidtico, actua en el mismo sitio de unién al ribosoma que la eritromicina y el
cloranfenicol por lo que estos antibidticos se antagonizan y no deben ser
administrados juntos (Wilson & Cockerill, 1987). La clindamicina es altamente
efectiva en contra de microorganismos anaerobios Gram-positivos y Gram-negativos
(Verhoef & Levison, 1999). A diferencia de los macrélidos, las lincosamidas como la
clindamicina son usadas para el tratamiento de infecciones anaerdbicas.

Mecanismo de resistencia. Existen diferentes mecanismos de resistencia a los
macrolidos como 1) inactivacion enzimatica del farmaco, 2) proteccion por medio de
efflux y 3) mutaciones cromosomales.

Inactivacion enzimatica. EI mecanismo de resistencia mas comun se debe a la
presencia de rRNA metilasas que modifican un solo residuo de adenina en la
posicion 2058 del la fraccion 23S del rRNA, lo cual evita que los macrdlidos y las
lincosamidas, se unan a la subunidad ribosomal 50S (Rasmussen, et al., 1993;
Weisblum, 1995). Este unico cambio da lugar a la resistencia cruzada a estos
antibidticos estructuralmente diferentes (Leclercq & Courvalin, 1991).

Existen mas de 30 genes erm que codifican para las metilasas del rRNA. Estos
genes, han sido aislados de una gran variedad de especies principalmente Gram-
positivas (Weisblum, 1995). Los diferentes genes erm pueden ser agrupados en
familias basados en su DNA y la homologia en su secuencia de aminoacidos. La
mayor cantidad de genes erm estan altamente relacionados a los genes ermB y
ermAM. El gen ermB fue descrito por primera vez en especies de Streptococcus,
pero puede ser encontrado en especies tanto Gram-positivas como Gram-negativas
como A. actinomycetemcomitans, C. rectus, Fusobacterium sp., Haemophilus sp.,

Peptostreptococcus sp., Prevotella sp., Staphylococcus sp. y Streptococcus sp. (Roe,



et al., 1995; Weisblum, 1995; Roe, et al., 1996). El gen ermF fue descrito primero en
Bacteroides, y ahora se ha encontrado en A. actinomycetemcomitans, C. rectus,
Fusobacterium sp., Haemophilus sp., Peptostreptococcus sp., Porphyromonas sp.,
Veillonella sp. y T. denticola (Roe, et al., 1995; Roberts, et al., 1996; Roe, et al.,
1996). El gen ermC se puede encontrar en A. actinomycetemcomitans, C. rectus,
Lactobacillus sp., Haemophilus sp. y Peptostreptococcus sp. (Roe, et al., 1995;
Weisblum, 1995; Roe, et al., 1996). El gen ermA ha sido descrito en especies de
Staphylococcus y el gen ermQ en A. actinomycetemcomitans 'y C. rectus (Roe, et al.,
1995; Roe, et al., 1996). Muchos otros genes erm estan asociados ya sea a
transposones o a transposones conjugativos, que se encuentran principalmente
dentro del cromosoma (Roe, et al., 1995; Roe, et al., 1996).

Proteccion efflux. Se ha descrito un mecanismo de efflux en S. aureus debido a
la presencia de un gen msrA (Eady, et al.,, 1990). Otros genes efflux se han
encontrado en Streptococcus pyogenes debido a mefA y S. pneumoniae debido a
mefE (Clancy, et al., 1996; Wondrack, et al., 1996).

Mutaciones cromosomales. Estas mutaciones, ocasionan alteraciones en el sitio
receptor de la droga en la fraccion 50S del rRNA (Verhoef & Levison, 1999). Se han
encontrado mutaciones en las secuencias de la fraccion 23S del rRNA en aislados

resistentes a la eritromicina de Mycoplasma pneumoniae (Lucier, et al., 1995).
iv. Quinolonas

Las quinolonas tienen un espectro en contra de microorganismos Gram-
positivos y Gram-negativos (Schentag & Scully, 1999). El blanco de molecular de las

quinolonas es la enzima DNA girasa. La DNA girasa es la enzima topoisomerasa tipo



I, la cual es esencial para la replicaciéon del DNA y la transcripcién (Gootz & Brighty,
1996). En las bacterias Gram-positivas, las fluoroquinolonas penetran la membrana
celular y entran al citoplasma para alcanzar a la DNA girasa. En las bacterias Gram-
negativas se han descrito tres mecanismos por los cuales las fluoroquinolonas
pueden ingresar a la célula. El primero es por difusién simple, las fluoroquinolonas se
unen a la superficie celular y rapidamente se difunden entre la membrana externa y
la membrana citoplasmatica, el segundo mecanismo de entrada es por medio de
porinas, particularmente la OmpF y el tercer mecanismo se debe a que al parecer las
fluoroquinolonas quelan el magnesio y causan el desprendimiento de
lipopolisacaridos causando hoyos hidrofébicos que exponen a la membrana externa.
Debido a esto, la hidrofobicidad de una fluoroquinolona es importante en su actividad
antimicrobiana en contra de bacterias Gram-negativas (Schentag & Scully, 1999).

Algunas especies que tienen una alta susceptibilidad intrinseca a las
quinolonas son miembros de la familia Enterobacteriaceae, asi como de los géneros
Neisseria y Haemophilus, sin embargo, se ha reportado un incremento en la
resistencia en Enterobacteriaceae y N. gonorrhoeae (Wiedemann & Heisig, 1994;
Kam, et al.,, 1996). Por otro lado, especies que muestran baja susceptibilidad
intrinseca a las quinolonas incluyen S. aureus y Pseudomonas aeruginosa, aunque
también se ha encontrado una variedad de microorganismos anaerobicos resistentes
(Wexler, et al., 1992).

Mecanismo de resistencia. Existen principalmente dos mecanismos de
resistencia a las fluoroquinolonas que son, 1) alteraciéon de la DNA girasa y 2)

reduccion de la acumulacién de quinolonas (Wiedemann & Heisig, 1994).



Alteracion de la DNA girasa. Los genes gyrA y gyrB codifican para las dos
subunidades A 'y B en E. coli y genes semejantes han sido encontrados en otras
especies (Wiedemann & Heisig, 1994). Un gran numero de mutaciones
cromosomales que producen resistencia a las quinolonas han sido mapeadas al
locus gyrA de especies Gram-positivas y Gram-negativas y algunas mutaciones en
gyrB también han sido descritas (Wiedemann & Heisig, 1994). En H. influenzae y
algunas otras especies, se ha asociado resistencia a las quinolonas por mutaciones
en el gen parC, el cual produce una subunidad de la topoisomerasa IV (Georgiou, et
al., 1996).

Reduccion de la acumulacion del antibiotico. Este mecanismo, se debe al
cambio de un mecanismo pasivo independiente de energia, basado en cambios en la
estructura o reduccion en la expresion de proteinas porinas responsables del paso
de las quinolonas, por el cambio en la permeabilidad o la adquisicion de un
mecanismo efflux, dependiente de energia que bombea al antibidtico fuera de la

célula (Yoshida, et al., 1994).
v. Metronidazol

El metronidazol es un compuesto nitroimidazol, con buena actividad en contra
de protozoarios y bacterias anaerobias Gram-positivas y Gram-negativas (Freeman,
et al., 1997). El metronidazol entra a la célula por difusién y el grupo nitro es
reducido, esto libera productos téxicos los cuales se piensa que interfieren con la
sintesis de DNA y degradan el DNA existente (Tocher & Edwards, 1992; Tocher &

Edwards, 1994). El proceso ocurre en condiciones anaerdbicas de bajo potencial de



reduccion oxidativa, la reduccion se piensa que es debido a ferredoxinas-
hidrogenasas (Muller, 1983; Edwards, 1993; Greenstein, 1993).

Mecanismo de resistencia: Se han encontrado cuatro genes que pueden ser
capaces de conferir resistencia al metronidazol en especies de Bacteroides
conocidos como nimA, nimB, nimC y nimD. Estos genes, se pueden encontrar dentro
del cromosoma o en una variedad de plasmidos, algunos de estos plasmidos pueden
ser transferidos por conjugacion (Trinh & Reysset, 1996). Los genes nim codifican
una 5-nitroimidazol reductasa, la cual enzimaticamente reduce el 5-nitroimidazol a un
derivado 5-amino (Reysset, 1996). Se ha sugerido que el gen nimA y los genes
relacionados, pueden codificar para una 5-nitroimidazol reductasa, la cual reduce la
ferredoxina (Carlier, et al., 1997), causando disminucion en la activaciéon del
metronidazol asi como su entrada a la célula (Narikawa, et al., 1991).

Se ha reportado que Helicobacter pylori, se ha vuelto resistente al metronidazol,
debido a mutaciones cromosomales en el gen rdxA, el cual codifica para una
nitroreductasa (Samuelson, 1999). Sin embargo la presencia de los genes de
resistencia en especies bucales/respiratorias, no ha sido bien estudiada (Roberts,

2002).



PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Una de las principales metas en la terapia periodontal, es lograr un equilibrio
entre las bacterias que colonizan la superficie dental y los mecanismos de defensa
de los tejidos periodontales. Para lograr dicho objetivo, uno de los métodos mas
empleados es la administracién de antibiéticos por via sistémica o local como terapia
adjunta a los tratamientos periodontales convencionales (raspado y alisado radicular
y cirugias periodontales). Debido a esto, un gran numero de estudios se han
enfocado en los efectos clinicos de los diferentes antibidticos utilizados en la terapia
periodontal antimicrobiana.

En general, se considera que la utilizacién de antibiéticos aunada a la terapia
periodontal mecanica o quirurgica, “mejora” los parametros clinicos presentes
cuando hay enfermedad periodontal como: inflamacion, pérdida de insercion,
sangrado y supuracion. Sin embargo, la presencia y aumento de especies
resistentes, ha incrementado la preocupacion acerca del uso indiscriminado o “mal
uso” de los antibidticos en el tratamiento de las enfermedades periodontales. Mas
aun, se sabe que los patrones de resistencia pueden variar de manera importante en
diferentes regiones geograficas debido, en parte, a diferentes estrategias de control y
uso de los mismos.

En México enfrentamos un panorama particularmente grave, debido a que no
existe control en la adquisicion y consumo de antibidticos y la automedicacién es una
practica comun en nuestra poblacion. Hasta ahora, no existe informacion publicada
acerca de la presencia de especies bacterianas subgingivales resistentes a los

antibiéticos mas comunmente utilizados en nuestro pais para el tratamiento de las



infecciones periodontales. Por lo tanto, el presente proyecto de investigacion
pretende proporcionar informacion acerca de la presencia de especies bacterianas
subgingivales resistentes a diferentes antibidticos, asi como contribuir en el campo
del conocimiento de la terapia antimicrobiana, con el fin de proporcionar resultados
que permitan establecer parametros mas especificos para mejorar el uso de los
antibidticos sistémicos en el tratamiento de las enfermedades periodontales en la

poblacion Mexicana.



OBJETIVOS

El principal objetivo de este estudio fue analizar la presencia de resistencia a los
antibiéticos amoxicilina, cefotaxima, ciprofloxacina, clindamicina, doxiciclina y
metronidazol en bacterias subgingivales de sujetos Mexicanos.

Los objetivos especificos del presente proyecto de investigacién fueron los
siguientes:

1. Determinar y comparar el porcentaje de crecimiento de la flora total cultivable
en presencia de amoxicilina y doxiciclina, en muestras de placa dentobacteriana
subgingival.

2. Determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) y el porcentaje de
resistencia a la amoxicilina, cefotaxima, ciprofloxacina, clindamicina, doxiciclina y
metronidazol de cepas bacterianas aisladas a partir de las muestras de placa
dentobacteriana subgingival.

3. Identificar las cepas bacterianas sensibles, resistentes y multi-resistentes a los
antibiodticos antes mencionados, aisladas a partir de las muestras de placa

dentobacteriana subgingival.
D. HIPOTESIS

H1: Existe una proporcion elevada de especies bacterias resistentes a
diferentes antibidticos en muestras de placa dentobacteriana subgingival de sujetos

Mexicanos.



Il. MATERIALES Y METODOS

A. DISENO EXPERIMENTAL

El presente proyecto de investigacion comprendio la realizacion de un estudio
transversal en donde fueron evaluadas un total de 2 muestras de placa
dentobacteriana subgingival de cada uno de 20 sujetos de estudio (10
periodontalmente sanos y 10 con periodontitis cronica), con el objetivo de determinar
el porcentaje e identidad de especies bacterianas cultivables resistentes y multi-
resistentes a los diferentes antibioticos que fueron analizados. Los experimentos
preliminares realizados para la estandarizacion de la metodologia utilizada, se
encuentran descritos en el Anexo A.

Los sujetos de estudio fueron evaluados en una visita; en la que se realizd una
evaluacion de su estado de salud general y periodontal, se registraron los datos
clinicos periodontales y se realiz6 la recoleccion de muestras de placa

dentobacteriana.
B. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de sujetos de estudio consistio de un total de 20 sujetos
Mexicanos por nacimiento que no hubieran recibido ningun tipo de tratamiento

periodontal en el pasado mas alla de profilaxis (limpiezas dentales profesionales).
Criterios de seleccién

En la Tabla 1 se proporciona una descripciéon de los criterios utilizados para la
seleccion de las poblaciones de estudio. Fueron excluidos del estudio todos los

sujetos que presentaron embarazo o que estuvieran lactando, que hubieran tomado



cualquier clase de antibidtico sistémico en los 3 meses previos a su evaluacion para
el estudio, 6 que presentaron afecciones sistémica que pudieran influir sobre el curso
o severidad de la enfermedad periodontal tales como diabetes, VIH/SIDA, hemofilia y

enfermedades autoinmunes.
Captura de sujetos de estudio

Todos los sujetos de estudio provinieron de la poblacién de pacientes que
reciben atencién en alguna de las clinicas de la Divisién de Estudios de Posgrado e
Investigacion de la Facultad de Odontologia de la UNAM. Los sujetos recibieron
copia de la forma de consentimiento informado (Anexo B), la cual firmaron
estableciendo asi su entendimiento sobre el estudio y el deseo voluntario de

participar.
C. EVALUACION CLINICA

Cada sujeto de estudio recibié una evaluacion periodontal completa realizada
por un clinico calibrado para este propésito. Todas las mediciones clinicas fueron
tomadas en una sola visita y registradas de 6 sitios por diente (mesiobucal, bucal,
distobucal, distolingual, lingual y mesiolingual) de todos los dientes de la boca de
cada sujeto de estudio excluyendo los terceros molares (maximo 168 sitios por sujeto
dependiendo del numero de dientes faltantes) de acuerdo con procedimientos
previamente descritos en la literatura (Haffajee, et al., 1983).

Los parametros clinicos evaluados y el orden de las mediciones se realizaron

de la siguiente manera:



1. Acumulacion de placa (0 6 1) 4. Nivel de insercion (mm)
2. Enrojecimiento gingival (0 6 1) 5. Sangrado al sondeo (0 6 1)

3. Profundidad de bolsa (mm) 6. Supuracion al sondeo (0 6 1)

La profundidad de bolsa y el nivel de insercién fueron registradas dos veces por
el mismo clinico y el promedio de las dos mediciones fue utilizado para el analisis de
datos. El resto de los parametros clinicos fueron evaluados en una sola ocasién con

mediciones dicotomicas de presencia (1) 6 ausencia (0).
D. EVALUACIONES MICROBIOLOGICAS

Las evaluaciones microbiologicas se realizaron en el Laboratorio de Genética
Molecular de la Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de

Odontologia de la UNAM.
Recoleccion y procesamiento de muestras de placa dentobacteriana

Dos muestras de placa dentobacteriana subgingival fueron recolectadas de los
sitios distobucales de cualquiera de los primeros molares en cada sujeto de estudio
utilizando curetas Gracey estériles (N = 40 muestras). Cada muestra fue colocada en
un tubo de ensayo individual que contenia 5 ml de medio de transporte de Ringer
suplementado con 0.5 mg/ml de L-cisteina y 0.0001% de rezasurina, preparado con
la técnica de PRAS (Pre-reduced Anaerobically Sterilized) (Dzink, et al., 1988). Las
muestras fueron dispersadas mediante sonicacion durante 10 segundos con flujo
constante de nitrégeno. Se realizaron 4 diluciones seriales de las muestras
dispersadas en medio de transporte de Ringer en atmodsfera libre de oxigeno

transfiriendo 500 pl a tubos que contenian 4.5 ml del mismo medio. 100 pl de cada



dilucion fueron sembrados por duplicado en placas de agar enriquecido NHK (agar
base para Mycoplasma (Becton Dickinson, Microbiology Systems, BBL®, Sparks,
MD, USA) suplementado con 5% de sangre de carnero desfibrinada (Laboratorios
Microlab S.A. de C.V., México, D.F.), 0.3 ug/ml de menadione (vitamina K, Sigma-
Aldrich Quimica, S.A. de C.V., Toluca, México), 5 ng/ml de hemina (Sigma) y 10
ug/ml de acido N-acetilmuramico (Sigma)) libre de antibidtico y con diferentes
concentraciones de doxiciclina (Sigma) y amoxicilina (Sigma) (0.5, 1, 2, 4, 8 y 16
pg/ml). Todas las placas fueron incubadas en una camara de anaerobiosis con
ambiente de 80% N, 10% CO, y 10% H; a 35°C durante 7 dias. El tiempo entre la
recoleccion de muestras y el término de su procesamiento no excedido en ningun

caso de 40 minutos.

Determinacién del porcentaje de microorganismos resistentes en la flora

total cultivable (Objetivo 1)

Después de 7 dias de incubacion anaerdbica se realizé el conteo de las
unidades formadoras de colonias (UFCs) que crecieron tanto en las placas con
antibidtico como en las placas sin antibiotico en la dilucién en la que crecieron entre
30 a 300 colonias. El porcentaje de microorganismos resistentes a cada antibiético
fue determinado con base al numero de microorganismos que se observaron en las

placas sin antibiético.



Determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias y los
porcentajes de resistencia y multiresistencia en especies bacterianas de la

placa dentobacteriana subgingival (Objetivo 2)

A partir de los crecimientos en las placas sin antibidtico, se transfirieron 50
cepas al azar de cada muestra a placas individuales que contenian agar enriquecido
NHK sin antibiético. Cada una de las cepas fueron propagadas y transferidas hasta
obtener cultivos puros. Muestras de los cultivos puros de cada cepa fueron
conservadas en congelacién a —85°C en caldo base para Mycoplasma con 5% de
dimetil sulféxido (DMSO).

De cada cepa, se recolecto el crecimiento de la superficie del agar el cual fue
suspendido en un tubo con caldo enriquecido (caldo base para Mycoplasma (Becton
Dickinson), 5 ug/ml de hemina y 0.3 ug/ml de menadione). La densidad éptica de
cada tubo fue ajustada a 1 en un espectrofotdmetro con longitud de onda de 600 nm.
200 pl de cada tubo fueron transferidos a pozos de placas para microtitulacién de 96
pozos. Las 50 cepas de cada muestra fueron transferidas por duplicado con la ayuda
de un replicador a placas rectangulares que contenian agar enriquecido NHK sin
antibiético y con 0.5, 1, 2, 4, 8 y 16 pg/ml de cada uno de los siguientes antibiéticos:
amoxicilina, cefotaxima, ciprofloxacina, clindamicina, doxiciclina y metronidazol (38
placas por muestra). Cabe mencionar que cada una de las 38 placas empleadas
fueron réplicas exactas de las 50 cepas aisladas de cada muestra. Todas las placas
fueron incubadas a 35°C durante 7 dias en condiciones anaerdbicas (80% Na, 10%

CO,, 10% Hy). Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se realizé la inspeccién



visual de cada placa para determinar las CMIs de cada cepa a cada antibiético, asi

como el porcentaje de cepas multi-resistentes.
Identificacion de especies bacterianas resistentes (Objetivo 3)

Las 50 cepas aisladas de cada muestra fueron identificadas mediante la
utilizacién de la técnica de “checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA (Socransky,
et al., 1994), utilizando 40 sondas de DNA para especies bacterianas conocidas de la
placa subgingival. EI método empleado para la identificacién de las cepas aisladas se

describe a continuacion:
i. Preparacion de aislados

Se recolectd el crecimiento sobre la superficie del agar de cada una de las
cepas en cultivo puro, el cual fue suspendido en un tubo para microcentrifugacion de
1.5 ml con buffer TE pH 7.6 (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA). La densidad optica de
cada tubo fue ajustada a 1 en un espectrofotdmetro con longitud de onda de 600 nm.
La cantidad de células fue ajustada a 10° transfiriendo 100 pl de dicha suspension a
un nuevo tubo para microcentrifugacion de 1.5 ml. Se agregaron 100 ul de 0.5 M
NaOH a cada tubo y el tubo fue mezclado con vortex. Los tubos fueron hervidos
durante 10 minutos y posteriormente se agregaron 800 ul de 5 M acetato de amonio.
El volumen total de cada tubo fue colocado en uno de los canales abiertos de un
Minislot-30 (Immunetics, Cambridge, MA), concentrado en una membrana de nylon
de carga positiva de 15 x 15 cm (Roche) y fijado a la membrana mediante
entrecruzamiento bajo luz ultravioleta seguido por incubacion a 120°C durante 20
min. El Minislot-30 permitié la deposiciéon de 29 cepas y un estandar en una sola

membrana. El canal con el estandar microbiologico fue colocado en el ultimo carril de



cada membrana y consisti6 de una mezcla ajustada a 10° células de cultivos puros
de cada una de las cepas bacterianas que fueron analizadas con las sondas de DNA.
El estandar sirvié para verificar el correcto funcionamiento de las sondas en cada

experimento.
ii. Especies bacterianas para la elaboracion de sondas de DNA

La lista de las 40 cepas bacterianas de referencia que fueron utilizadas en el
presente estudio para la preparacion de sondas de DNA se encuentra en la Tabla 2.
Todas las cepas fueron adquiridas como cultivos liofilizados del American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). Las cepas fueron rehidratadas en
caldo para Mycoplasma y cultivadas en agar enriquecido a 35°C de 3 a 7 dias dentro
de una camara de anaerobiosis con ambiente de 80% Nz, 10% CO2 y 10% H>
(exceptuando Neisseria mucosa, cultivada aerdbicamente). Las cepas que se
mencionan a continuacion fueron sembradas en medios suplementados:
Campylobacter sp.: agar enriquecido suplementado en la superficie con 0.5 ml de
formato (60mg/ml) - fumarato (60mg/ml); T. denticola: caldo para Mycoplasma
suplementado con glucosa (1mg/ml), niacinamida (400ug/ml), tetrahidrocloruro de
esparmina (150 upg/ml), isobutirato de sodio (20ug/ml), L-cisteina (1 mg/ml),

pirofosfato de tiamina (5 pug/ml) y suero bovino (0.5%).
iii. Purificacion de DNA bacteriano y preparacion de sondas de DNA

El crecimiento bacteriano después de 3 a 7 dias de cultivo fue recolectado y
colocado en tubos para microcentrifugacion de 1.5 ml que contenian 1 ml de buffer

TE pH 7.6. Las células fueron lavadas dos veces mediante centrifugacion en buffer



TE pH 7.6 a 3,500 rpm durante 10 min. Posteriormente, fueron resuspendidas
mediante sonicacién durante 15 seg. y lisadas a 37°C durante 1 hora ya sea con 10%
SDS y proteinasa K (20 mg/ml) (Sigma) para las especies Gram negativas, 6 con una
mezcla enzimatica que contenia 15 mg/ml de lisozima (Sigma) y 5 mg/ml de
achromopeptidasa (Sigma) en buffer TE (pH 8.0) para las especies Gram positivas.
El DNA fue aislado y purificado utilizando una técnica estandar previamente descrita
(Smith, et al., 1989). La concentracién de DNA fue determinada mediante mediciones
espectrofotométricas de la absorbancia a 260 nm. La pureza de las preparaciones
fue valorada mediante el calculo de la relacion entre las mediciones de las
absorbancias a 260 nm y 280 nm. Las sondas de DNA gendmicas fueron preparadas
para las 40 especies bacterianas (Tabla 2) mediante el marcaje con digoxigenina
(Roche) de 1ug de DNA purificado utilizando la técnica de primers aleatorios (random

primer technique) previamente descrita (Feinberg & Vogelstein, 1983).
iv. Hibridaciones DNA-DNA

Las membranas fueron prehibridizadas a 42°C durante 1 hora en solucion de
prehibridacion que contenia 50% de formamida, 5x citrato salino estandar (SSC) (1x
SSC = 150 mM NaCl, 15 mM citrato de sodio, pH 7.0), 1% caseina, 5x solucion
Denhardt, 25mM fosfato de sodio (pH 6.5) y 0.5mg/ml de RNA de levadura (Roche).
La membrana con DNA fijado de las cepas aisladas fue colocada en un Miniblotter-
45 (Immunetics) con los canales de las muestras rotados 90° en relacion a los
canales de hibridacion. Esto produjo un patrén de tablero de ajedrez (checkerboard)
de 30 x 45. Las sondas de DNA fueron diluidas a una concentracién de

aproximadamente 20 ng/ml en solucién de hibridacion (45% formamida, 5x SSC, 1x



solucion Denhardt, 20mM fosfato de sodio (pH 6.5), 0.2mg/ml de RNA de levadura,
10% sulfato de dextrano y 1% caseina), colocadas en canales de hibridacién
individuales del Miniblotter-45 e hibridizadas una noche a 42°C con el aparato sellado
dentro de una bolsa de plastico para evitar evaporacion de las sondas de DNA. La
concentracion de cada sonda fue ajustada mediante pruebas preliminares de ensayo
y error para que todas las sondas detectaran un rango de células entre 10* y 10”. Las
membranas fueron lavadas dos veces a alta astringencia durante 20 min. cada vez a

68°C en buffer de fosfato (0.1x SSC y 0.1% SDS) utilizando un bafio con circulacion.
v. Enumeracion de especies bacterianas

Las membranas fueron bloqueadas mediante su incubacién durante 1 hora en
buffer bloqueador que contenia 1% de caseina en buffer de maleato (100mM &acido
maleico, 150mM NaCl, pH 7.5). Los hibridos fueron detectados incubando las
membranas en una dilucibn de 1:50,000 de anticuerpo contra digoxigenina
conjugado a fosfatasa alcalina (Roche) utilizando la modificacion previamente
descrita (Engler-Blum, et al., 1993). Después de ser lavadas, las membranas fueron
incubadas en un agente quimioluminiscente de deteccion (CDP-Star, Roche) a 37°C
durante 1 hora y las sefiales fueron detectadas mediante la exposicién de las
membranas a peliculas autoradiograficas dentro de cassettes a temperatura
ambiente durante 35 min. Las peliculas fueron reveladas siguiendo procedimientos
estandar y las sefales fueron evaluadas visualmente sobre un negatoscopio para

determinar la identidad de las cepas aisladas de cada muestra.



E. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

Se realizé un analisis estadistico descriptivo de los parametros clinicos
evaluados tales como edad, numero de dientes faltantes, género, porcentaje de
fumadores, profundidad de bolsa, nivel de insercion, acumulacion de placa,
enrojecimiento gingival, sangrado al sondeo y supuracion, los cuales se expresan
como media £ error estandar de la media (EEM) y rango. Estos resultados fueron
comparados entre la poblacion de sujetos periodontalmente sanos y con periodontitis
cronica mediante la prueba U de Mann-Whitney.

El porcentaje total promedio de las UFCs que mostraron crecimiento en
presencia de seis concentraciones de amoxicilina y doxiciclina de todos los sujetos
de estudio (N=20), fue determinado mediante el calculo del promedio de UFCs
presentes en el duplicado de placas para cada muestra de placa dentobacteriana,
promediado entre las 2 muestras de cada sujeto y posteriormente entre los 20
sujetos del total de la poblacion. Las diferencias entre los dos antibidticos en relaciéon
al porcentaje de UFCs presentes en cada concentracion evaluada fueron
determinadas mediante |la prueba de Wilcoxon.

El porcentaje total promedio de las UFCs que mostraron crecimiento en
presencia de seis concentraciones de amoxicilina y doxiciclina provenientes de
sujetos periodontalmente sanos (n=10) y con periodontitis cronica (n=10), fue
calculado para cada grupo de sujetos mediante el calculo del promedio de los
porcentajes para los sujetos en cada grupo, expresado como media + error estandar
de la media (EEM) para cada antibidtico. Estos promedios fueron comparados

mediante la prueba U de Mann-Whitney.



La proporcion de cepas totales e identificadas sensibles, resistentes y
multiresistentes a los antibidticos amoxicilina, cefotaxima, ciprofloxacina,
clindamicina, doxiciclina y metronidazol fue determinada para cada antibidtico
individualmente, asi como para las combinaciones de los mismos y se expresan
como porcentajes del total de aislados utilizados para cada analisis en particular.

La proporcion de cada una de las 39 especies bacterianas evaluadas mediante
la técnica de “checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA, fue calculada en base a

un total 948 aislados y se expresa como porcentaje.



lll. RESULTADOS

A. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Las caracteristicas clinicas de las poblaciones de estudio se describen en la
Tabla 3. En promedio, los sujetos con periodontitis presentaron una profundidad de
bolsa al sondeo de 4.6 mm + 0.2 (media + EEM) y un nivel de insercién de 5.2 mm +
0.2, mientras que los sujetos periodontalmente sanos mostraron una profundidad de
bolsa al sondeo de 2.0 mm + 0.1 y un nivel de insercién de 2.0 mm £ 0.1 ambos
parametros con diferencias significativas (p < 0.001) utilizando la prueba U de Mann
Whitney. Los sujetos sanos presentaron un mayor porcentaje de sitios con
acumulacién de placa (38.8%) en comparacion con los sujetos con periodontitis
(24.8%). El porcentaje promedio de sitios que presentaron otros parametros clinicos
periodontales como sangrado al sondeo y supuracion, fue mayor para los sujetos con
periodontitis con diferencias estadisticamente significativas entre ambas poblaciones

(p < 0.001) utilizando la prueba U de Mann Whitney.

B. OBJETIVO 1: DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE

MICROORGANISMOS RESISTENTES EN LA FLORA TOTAL CULTIVABLE

El porcentaje promedio (+ EEM) de UFCs que mostraron crecimiento en
presencia de 6 diferentes concentraciones de amoxicilina y doxiciclina en el total de
la poblacion (N = 20) se presenta en la Figura 2. Un menor porcentaje de la flora
total cultivable creci6 en presencia de amoxicilina en cualquiera de las 6
concentraciones evaluadas. Dichas diferencias fueron estadisticamente significativas

para las concentraciones de 0.5, 2 y 4 ug/ml en las que los porcentajes de UFCs que



mostraron crecimiento fueron respectivamente de 13.4%, 3.5% y 2.2% en presencia
de amoxicilina y de 20.4%, 7.9% y 5.5% en presencia de doxiciclina. En la
concentracion correspondiente al punto de corte sugerido por el CLSI (antes llamado
NCCLS) (NCCLS, 2001) para amoxicilina y doxiciclina (8 ug/ml), el porcentaje
promedio de UFCs que mostraron crecimiento fue de 1.2% y 3.8%, respectivamente
para cada antibiético. Las diferencias en los porcentajes de UFCs que mostraron
crecimiento en presencia de amoxicilina y doxiciclina en concentraciones de 8 a 16
pg/ml, no fueron estadisticamente significativas.

En la Figura 3 se presenta el analisis de promedio de UFCs que mostraron
crecimiento en presencia de diferentes concentraciones de amoxicilina y doxiciclina
en sujetos periodontalmente sanos y con periodontitis cronica. Las diferencias entre
los dos grupos de estudio no fueron estadisticamente significativas para ninguno de
los 2 antibidticos. Sin embargo, en ambos grupos de estudio el porcentaje de UFCs
que mostro crecimiento en presencia de cada concentracion de doxiciclina fue mayor

que en presencia de concentraciones similares de amoxicilina.

C. OBJETIVO 2: DETERMINACION DE CONCENTRACIONES MiNIMAS
INHIBITORIAS Y LOS PORCENTAJES DE RESISTENCIA Y
MULTIRESISTENCIA EN ESPECIES BACTERIANAS DE LA PLACA

DENTOBACTERIANA SUBGINGIVAL

De cada una de las muestras de placa subgingival de cada sujeto de estudio
(N=20 sujetos, n=2 muestras por sujeto) fueron seleccionadas al azar 50 cepas
bacterianas, obteniéndose un total de 2000 cepas aisladas. Dichas cepas fueron

cultivadas y purificadas para posteriormente determinar las CMIs de cada aislado asi



como la presencia de resistencia a uno o mas de los seis antibidticos analizados. La
resistencia fue determinada tomando en consideracion los siguientes puntos de corte
sugeridos por el CLSI (NCCLS, 2001), con excepcion de ciprofloxacina: amoxicilina
(8 pg/ml), cefotaxima (32 npg/ml) clindamicina (4 ug/ml), doxiciclina (8 ug/ml),
metronidazol (16 pg/ml) y ciprofloxacina (4 ug/ml) (Snydman, et al., 2000). Durante la
purificacion, procesamiento y analisis de los aislados se perdieron 10 cepas y se
excluyeron del estudio 311 cepas debido a que no fue posible obtener cultivos puros
de las mismas al momento de realizar el experimento (Tabla 4).

Un total de 1,679 cepas bacterianas en cultivo puro fueron analizadas para
determinar la presencia de resistencia y multi-resistencia a los diferentes antibiéticos
que fueron probados. La Figura 4 muestra los porcentajes de sensibilidad y
resistencia de los 1,679 aislados clinicos analizados, asi como un desglose de los
porcentajes de resistencia a uno o diferentes combinaciones de dos y tres
antibidticos en las cepas analizadas. El 43.3% de las 1,679 cepas analizadas fue
sensible a todos los antibidticos, mientras que el 55.7% de las cepas mostro
resistencia (64.1% a un solo antibidtico y el 33% y 2.9% a dos y tres antibioticos
simultaneamente). Ninguna de las cepas evaluadas mostré resistencia a 4 o mas

antibiéticos.

D. OBJETIVO 3: IDENTIFICACION DE ESPECIES BACTERIANAS

RESISTENTES

Como se menciond en el apartado anterior, se aislaron 2000 cepas
provenientes de muestras de placa dentobacteriana subgingival, de las cuales fueron

procesadas para su identificacion 1,679 cepas (Tabla 4). Un total de 962 aislados



fueron identificados (48.2%) mediante la técnica de “checkerboard” para
hibridaciones DNA-DNA (Socransky, et al., 1994) utilizando 40 sondas de DNA para
especies bacterianas conocidas de la placa subgingival.

De las especies identificadas (962), el 50.7% fue sensible a todos los
antibidticos analizados y el 49.3% resistente. De las cepas resistentes, el 69.6% fue
resistente a un solo antibidtico, el 27.4% a dos y el 3% a tres antibioticos
simultaneamente (Figura 5).

La Figura 6 muestra los porcentajes de resistencia a cada uno de los
antibiéticos analizados en el total de las cepas analizadas (n= 1,679) y en el total de
las cepas identificadas (n= 948). En promedio, los mayores porcentajes de
resistencia observados en ambos analisis se observaron en presencia de
metronidazol (41.3% y 34.3%, respectivamente), clindamicina (12.4% y 10.3%,
respectivamente) y doxiciclina (9.2% y 8.2%, respectivamente), mientras que en
presencia de amoxicilina se observdé un porcentaje menor de resistencia en los
aislados identificados (4.5%) comparandolo con el analisis hecho en el total de las
cepas analizadas (7.6%). Por el contrario, el porcentaje de resistencia a la
ciprofloxacina fue mayor en las cepas identificadas (8%) que en el total de las cepas
analizadas (6.7%). El menor porcentaje de resistencia se observd en presencia de
cefotaxima tanto en el total de los aislados analizados como en las cepas
identificadas (0.2% y 0.3%, respectivamente).

La proporcion de las especies identificadas (n= 948) se muestra en la Figura 7.
Las especies identificadas con mayor frecuencia fueron V. parvula, P. gingivalis, P.

intermedia y Propionibacterium acnes. Por el contrario, las especies identificadas con



menor frecuencia fueron N. mucosa, Corynebacterium matruchotii, Leptotrichia
buccalis y Porphyromonas endodontalis.

Las Figuras 8 y 9 muestran el andlisis de las especies bacterianas que
mostraron diferentes patrones de susceptibilidad a los antibidticos analizados. Las
especies que mostraron sensibilidad a todos los antibidticos fueron T. forsythia,
Selenomonas artemidis y C. matruchotii. Las especies bacterianas que mostraron
cepas resistentes a un solo antibiotico fueron Actinomyces naeslundii stp. 1, C.
gracilis, Eubacterium sulci, P. micros, P. nigrescens y S. noxia. De las 39 especies
bacterianas identificadas, 19 especies mostraron cepas resistentes a un solo
antibiotico y a dos antibioticos simultaneamente, como P. intermedia, F. nucleatum,
P. gingivalis, C. rectus, Prevotella melaninogenica y A. actinomycetemcomitans.
Especies como Fusobacterium periodonticum, A. odontolyticus, S. intermedius, S.
oralis, S. sanguinis, Actinomyces georgiae, S. mitis y E. corrodens mostraron cepas
resistentes a dos y tres antibiéticos simultaneamente.

En la Figura 10 se resumen los resultados obtenidos al analizar cada una de
las especies que mostraron resistencia y multiresistencia a los seis antibiéticos que
fueron analizados y en la Tabla 5 se encuentra la determinacién de las CMIs asi
como los rangos y porcentajes de resistencia obtenidos en aislados clinicos

pertenecientes a algunas especies bacterianas consideradas patdégenas o putativas.



IV. DISCUSION

El presente estudio es, hasta donde sabemos, el primero que reporta las CMIs
asi como la presencia de resistencia a diferentes antibiéticos en especies que forman
parte de la microflora bucal de sujetos Mexicanos. Con fines practicos, la discusién
esta dividida de acuerdo con cada uno de los objetivos de este estudio y los
hallazgos encontrados en cada uno de los antibiéticos evaluados.

Objetivo 1. En nuestro estudio, considerando el punto de corte de la NCCLS
para amoxicilina a una concentracion de 8 ug/ml (NCCLS, 2001), solamente el 1.2%
de la flora total cultivable crecié en presencia de este antibidtico. Este resultado es
congruente con otros hallazgos que han reportado que la amoxicilina puede inhibir in
vitro el 99% del crecimiento de muestras de placa dentobacteriana subgingival
(Walker, et al., 1983). Otros estudios, también reportan porcentajes bajos de
crecimiento de muestras totales de placa dentobacteriana en presencia de
amoxicilina (Pacini, et al., 1997; van Winkelhoff, et al., 2000; Feres, et al., 2002). En
conjunto, estos estudios sugieren que la amoxicilina es un antibiético capaz de
eliminar un porcentaje importante de la placa dentobacteriana subgingival de
pacientes con periodontitis cronica. Esto confirma su amplio uso en la terapia
periodontal anti-infecciosa (Haffajee, et al., 1995a; Berglundh, et al., 1998; Winkel, et
al., 1999; Winkel, et al., 2001; Rooney, et al., 2002). Sin embargo, no podemos dejar
de lado los estudios que reportan el aumento en la presencia de especies
bacterianas bucales resistentes a las penicilinas (Valdes, et al., 1982; Kinder, et al.,

1986; van Winkelhoff, et al., 1997; Nyfors, et al., 2003; Handal, et al., 2004).



Por otro lado, nuestro estudio muestra un porcentaje de crecimiento de la flora
total cultivable de 3.8% en presencia de 8 ug/ml de doxiciclina. Resultados similares
han sido reportados en otros estudios realizados en paises con diferentes patrones
de consumo de antibidticos. Por ejemplo, estudios hechos en poblaciones de
Estados Unidos, muestran porcentajes de crecimiento que van del 1.6 al 6% (Feres,
et al., 1999b; Walker, et al., 2000; Rodrigues, et al., 2004). De igual manera, la
proporcion de crecimiento en presencia de doxiciclina o tetraciclina fue del 4y 7% en
muestras de placa subgingival, proveniente de sujetos de Dinamarca y Brasil,
respectivamente (Fiehn & Westergaard, 1990; Rodrigues, et al., 2004). Mas aun,
estos estudios, reportan que después del incremento en la proporcién de aislados
resistentes a las tetraciclinas cuando los sujetos de estudio fueron expuestos a
alguna de ellas, los niveles de resistencia regresaron a los niveles base después de
3 a 12 meses. En contraste, otros estudios han reportado un incremento significativo
en la proporcién de resistencia a las tetraciclinas en bacterias bucales después de
haber sido expuestas a esta droga (Olsvik, et al., 1995; Ready, et al., 2002). Un
estudio compard el porcentaje de crecimiento de muestras de placa subgingival
proveniente de pacientes de Espafa y de Holanda en presencia de 8 pg/ml de
tetraciclina, sus resultados mostraron que el porcentaje de crecimiento era mayor en
las muestras provenientes de los sujetos de Espafa (10%), que en las muestras
provenientes de los sujetos de Holanda (1%), los autores concluyen que estos
resultados, reflejan las diferencias en el consumo de antibidticos entre ambas
poblaciones (van Winkelhoff, et al., 2000).

En conjunto, nuestros resultados muestran que no hubo diferencias

significativas entre las dos poblaciones estudiadas, en cuanto a la proporcion de



especies que crecieron en presencia de amoxicilina y doxiciclina. Resultados
similares han sido reportados previamente (Fiehn & Westergaard, 1990). Esto indica,
que a pesar de las diferencias microbiolégicas que existen entre sujetos con salud y
enfermedad periodontal (Moore, 1994; Tanner, et al., 1998; Haffajee, et al., 1999;
Ximenez-Fyvie, et al., 2000), la proporcion de bacterias subgingivales que crecieron
en presencia de diferentes concentraciones de estos dos antibidticos, parece no
estar relacionada al estado de salud periodontal.

Objetivos 2 y 3. Fueron analizadas un total de 1,679 cepas bacterianas,
aisladas a partir de muestras totales de placa dentobacteriana. Al igual que lo
observado entre las muestras de placa dentobacteriana total cultivable proveniente
de pacientes sanos y con periodontitis crénica, no se encontraron diferencias
significativas cuando se realizé el analisis por separado de las cepas entre ambas
poblaciones. El menor porcentaje de aislados clinicos resistentes fue encontrado en
presencia de cefotaxima (0.3%), y el mayor porcentaje de resistencia fue encontrado
en presencia de metronidazol (34.3%).

Algunos estudios reportan que la cefotaxima es un agente capaz de inhibir in
vitro a microorganismos periodonto-patdégenos como P. gingivalis, P. intermedia y A.
actinomycetemcomitans (Kaplan, et al., 1989; Fanali, et al., 1990; Pajukanta, et al.,
1993; Andres, et al., 1998). Sin embargo, se ha reportado que existen especies del
género Prevotella, capaces de inhibir a la cefotaxima debido a su alta produccion de
B-lactamasas (Kuriyama, et al., 2001). En nuestro estudio, las unicas cepas que
mostraron resistencia a la cefotaxima pertenecian a especies bacterianas de F.

nucleatum y F. periodonticum. Sin embargo, aunque algunos estudios sugieren que



el uso de las cefalosporinas podria ser un tratamiento potencialmente eficaz en el
tratamiento de las infecciones periodontales (Pajukanta, et al., 1993; Andres, et al.,
1998; Chan & Chan, 2003; Saini, et al., 2003), antibiéticos como la cefotaxima, no
debieran ser recomendados el tratamiento de las infecciones periodontales,
principalmente por que no son antibiéticos de primera eleccion para el tratamiento de
infecciones causadas por microorganismos anaerobios, ademas de considerar el
potencial de las bacterias para desarrollar cepas mas resistentes a este tipo de
antibiéticos (Livermore, 2003).

Por otra parte, se encontré que el porcentaje de resistencia a la amoxicilina en
los aislados clinicos analizados, fue de 4.5%. Las cepas que mostraron resistencia,
fueron especies de F. nucleatum, F. periodonticum, P. micros, P. intermedia, P.
melaninogenica, P. nigrescens, P. acnes, V. parvula, S. oralis y S. sanguinis. De
manera similar, diversos estudios han reportado especies de Prevotella resistentes a
la amoxicilina, provenientes de sujetos con diversos tipos de enfermedad periodontal
(Kinder, et al., 1986; van Winkelhoff, et al., 1997; Feres, et al., 2002; Chan & Chan,
2003; Handal, et al., 2003; Handal, et al., 2004; Lakhssassi, et al., 2005; van
Winkelhoff, et al., 2005). Mas aun, algunos de estos estudios reportan que entre el
68% y 70% de sujetos con periodontitis refractaria albergan bacterias periodontales
productoras de B-lactamasas (Handal, et al., 2003; Handal, et al., 2004). Por otro
lado, hay estudios que reportan especies bacterianas como E. corrodens, P.
infermedia y P. nigrescens susceptibles a la amoxicilina (Luong, et al., 2001). En
nuestro estudio, cuando fueron analizadas 40 cepas de referencia, los resultados

mostraron, que solamente Fusobacterium nucleatum ss vincentii y F. periodonticum



fueron resistentes a este antibiético, confirmando hallazgos previos en donde cepas
de F. nucleatum, fueron resistentes a amoxicilina y a amoxicilina con acido
clavulénico presentando ademas una importante actividad pB-lactamica (Valdes, et al.,
1982; Kinder, et al., 1986; van Winkelhoff, et al., 1997; Chan & Chan, 2003; Nyfors, et
al.,, 2003; Handal, et al., 2004). En las muestras analizadas, el porcentaje de
resistencia a la amoxicilina de los aislados clinicos identificados fue relativamente
bajo (4.5%), lo que nos hace suponer, que este antibidtico es potencialmente eficaz
en el manejo de las infecciones periodontales, sin embargo, la identidad de las
especies resistentes, nos hace reflexionar acerca del uso que la amoxicilina debe
tener en el tratamiento de las infecciones periodontales.

Pocos estudios han reportado el uso y eficacia de la ciprofloxacina como
coadyuvante en el tratamiento de las enfermedades periodontales (Muller, et al.,
1998). Se sabe que la ciprofloxacina puede inhibir el crecimiento in vitro de
importantes patdégenos periodontales como T. forsythia, P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans y P. micros (Madinier, et al., 1999; Muller, et al., 2002;
Talan, et al., 2003; van Winkelhoff, et al., 2005). Sin embargo, también hay estudios
que reportan la presencia de cepas resistentes de P. gingivalis, P. intermedia, T.
forsythia y F. nucleatum (Lakhssassi, et al., 2005). En nuestro estudio, el porcentaje
de resistencia a la ciprofloxacina en los aislados clinicos analizados fue de 8.0%.
Cuando fueron analizadas 40 cepas de referencia, solamente mostraron resistencia a
este antibidtico especies consideradas benéficas en la ecologia microbiana
periodontal, como A. odontolyticus y Actinomyces israelii. Por el contrario, cuando

fueron analizados los aislados clinicos, cepas pertenecientes a especies de P.



melaninogenica, P. intermedia, F. periodonticum, C. rectus, S. oralis, Streptococcus
anginosus, S. intermedius y V. parvula mostraron resistencia a la ciprofloxacina,
confirmando hallazgos previos (Lakhssassi, et al., 2005). Aunado a esto, existe una
preocupacion creciente acerca del uso de las quinolonas, debido al incremento tan
importante de especies bacterianas resistentes a este grupo de antibidticos,
especialmente a la ciprofloxacina, la cual es la fluoroquinolona mas ampliamente
utilizada (Davies, et al., 2003; Karlowsky, et al., 2003; Zhanel, et al., 2003), por lo que
Su uso en la terapia periodontal no es recomendado.

En nuestro estudio, el porcentaje de aislados identificados resistentes a la
doxiciclina fue de 8.2%. Cuando fueron analizadas las cepas de referencia, la Unica
especie resistente a la doxiciclina fue S. constellatus. Sin embargo, los resultados
obtenidos al analizar los aislados clinicos en presencia de doxiciclina, mostraron una
mayor diversidad de especies bacterianas resistentes a la doxiciclina, como A.
actinomycetemcomitans, E. corrodens, F. periodonticum, P. gingivalis y todas las
especies de Streptococcus y Prevotella analizadas. Confirmando estos hallazgos, ha
sido reportado que especies de Streptococcus aisladas de muestras subgingivales
de pacientes con diferentes tipos de enfermedad periodontal son resistentes a
doxiciclina o tetraciclina (Olsvik, et al., 1995; Feres, et al., 1999b; Rodrigues, et al.,
2004). De igual manera especies de Prevotella y Veillonella también han sido
reportadas como resistentes (Baker, et al., 1985; Kinder, et al., 1986; Listgarten, et
al., 1993; Lacroix & Walker, 1995; Olsvik, et al., 1995; Preus, et al., 1995; Rodrigues,
et al., 2004; Lakhssassi, et al., 2005). Considerando que la doxiciclina, junto con la
minociclina y tetraciclina, son el grupo de antibidticos mas ampliamente utilizados en

el tratamiento de las enfermedades periodontales (Goodson, 1994; van Winkelhoff, et



al., 1996), nuestros resultados, revelan un porcentaje de resistencia a la doxiciclina
en los aislados que fueron identificados relativamente bajo (8.2%). Sin embargo,
considerando la identidad de los aislados clinicos que mostraron resistencia a la
doxiciclina, (cepas de A. actinomycetemcomitans, E. corrodens, P. gingivalis y
Prevotella sp.), es importante considerar el uso de este antibidtico en el tratamiento
en pacientes Mexicanos, con infecciones periodontales.

Se ha reportado que un numero importante de microorganismos anaerébicos
son sensibles a la clindamicina (Martin, et al., 1972; Sutter, 1976; Walker, et al.,
1983; van Winkelhoff, et al., 2000). En nuestro estudio, el 10.3% de los aislados
clinicos identificados, fue resistente a la clindamicina. Especies como A.
actinomycetemcomitans 'y E. corrodens se han descrito como especies
histéricamente resistentes a ella (Slots, et al., 1980; Baker, et al., 1985; Miyake, et
al., 1995; Chan & Chan, 2003; van Winkelhoff, et al., 2005). Confirmando estos
hallazgos, en este estudio, las cepas de referencia de A. actinomycetemcomitans
serotipo a y b y E. corrodens que fueron analizadas, mostraron resistencia. Mas aun,
nuestros resultados muestran que un gran numero de los aislados clinicos de A.
actinomycetemcomitans y de E. corrodens fue resistentes a este antibiético. Algunos
estudios, reportan que especies de P. melaninogenica y P. intermedia aisladas de
pacientes con periodontitis cronica y refractaria, fueron sensibles a la clindamicina
(Kinder, et al., 1986; Handal, et al., 2003). Sin embargo, en nuestro estudio, las
especies bacterianas que mostraron resistencia a este antibiético fueron cepas de P.
intermedia, P. melaninogenica y P. nigrescens confirmando otros reportes en donde
cepas de P. intermedia, P. nigrescens y F. nucleatum fueron resistentes a la

clindamicina (Pajukanta, et al., 1993; Chan & Chan, 2003; Bahar, et al., 2005;



Lakhssassi, et al., 2005). En conjunto, estos resultados sugieren que, aunque la
clindamicina ha sido utilizada con cierto éxito en el tratamiento de las enfermedades
periodontales, particularmente en el tratamiento de pacientes con periodontitis
refractaria (Gordon, et al.,, 1985; Gordon, et al., 1990; Walker & Gordon, 1990;
Magnusson, et al., 1994), y considerando los efectos adversos de este antibidtico
(Walker, et al., 2004), su uso en la terapia periodontal antimicrobiana debe ser
cuidadoso.

Un hallazgo interesante, es el numero de aislados resistentes al metronidazol
que fue observado en los aislados clinicos analizados (34.3%). El metronidazol es un
antibiotico ampliamente utilizado en el tratamiento de las infecciones periodontales
(Loesche, et al., 1981; Gusberti, et al., 1988; Jenkins, et al., 1989; Loesche, et al.,
1993; Sigusch, et al., 2001; Carvalho, et al., 2004), a pesar de que algunos estudios
reportan porcentajes de crecimiento en muestras totales de placa dentobacteriana en
presencia de metronidazol que van del 25 al 50% (Walker, et al., 1983; van
Winkelhoff, et al., 2000; Feres, et al., 2002). Esto se debe principalmente a la nocion
de que, con excepcibn de A. actinomycetemcomitans, la mayoria de
microorganismos que se han reportado como resistentes al metronidazol, son
considerados benéficos dentro de la ecologia bacteriana subgingival (principalmente
especies de Streptococcus y Actinomyces) (Baker, et al., 1985; Feres, et al., 2002;
Eick, et al., 2004). El hecho de que A. actinomycetemcomitans, sea un
microorganismo frecuentemente encontrado resistente al metronidazol (Slots, et al.,
1980; Miyake, et al., 1995; Madinier, et al., 1999; Eick, et al., 2004; van Winkelhoff, et
al., 2005), hace que este antibiotico sea descartado cuando se quiere tratar

periodontitis agresivas, las cuales segun ciertos reportes se encuentran dominadas



por este microorganismo (Page, et al., 1985; Williams, et al., 1985; Slots, et al., 1986;
Mandell, et al., 1987; Haraszthy, et al., 2000). Por otra parte, nuestros resultados
mostraron, que al analizar las cepas de referencia, efectivamente, todas las especies
de Actinomyces y Streptococcus fueron resistentes al metronidazol. Sin embargo,
otras especies analizadas encontradas resistentes fueron, A.
actinomycetemcomitans serotipo b, P. micros, P. endodontalis, S. noxia y T.
forsythia. Cuando fueron identificados los aislados clinicos resistentes al
metronidazol, la identidad de las cepas mostré una mayor diversidad de especies, 31
de las 39 especies bacterianas evaluadas mostraron cepas con diversos porcentajes
de resistencia al metronidazol, entre ellas se encuentran 7 de las 8 especies de
Actinomyces, las tres especies de Prevotella evaluadas, ademas de A.
actinomycetemcomitans, E. corrodens, F. periodonticum, P. gingivalis y todas las
especies de Streptococcus evaluadas. Confirmando estos hallazgos, hay estudios
reportan la presencia de especies resistentes al metronidazol como P. intermedia, F.
nucleatum y E. corrodens (Andres, et al., 1998; Chan & Chan, 2003; van Winkelhoff,
et al., 2005). Aunque por otro lado, existen estudios que reportan el 100% de
susceptibilidad al metronidazol en especies de Prevotella, Fusobacterium 'y
Porphyromonas (Matto, et al., 1999; Aldridge, et al., 2001; Litterio, et al., 2004). Cabe
mencionar que se ha reportado que la presencia de especies resistentes al
metronidazol in vitro, puede ser detectada solamente después de un periodo
prolongado de incubacién (Dublanchet, et al., 1986; Gal & Brazier, 2004).

El hecho que exista una mayor cantidad de aislados clinicos resistentes a los
diferentes antibioticos analizados en este estudio, podria deberse por un lado, al

historial de uso de diferentes antibidticos de cada sujeto de estudio en particular, y



por otro lado, al aumento intrinseco de la resistencia que existe en especies que
forman parte de una biopelicula (Larsen & Fiehn, 1996; Costerton, et al., 1999;
Larsen, 2002; Socransky & Haffajee, 2002; Eick, et al., 2004).

Un punto interesante es la presencia de especies bacterianas resistentes al
mercurio (Hg). Se ha sugerido, que el mercurio liberado de las amalgamas dentales
podria actuar como agente selectivo de resistencia para bacterias bucales e
intestinales, resistentes tanto a los antibiéticos como al Hg (Summers, et al., 1993).
Los genes de resistencia al mercurio se encuentran en plasmidos y/o asociados a
transposones e integrones. Estos elementos pueden incluir tanto genes que codifican
resistencia a antibioticos asi como genes que codifican resistencia al mercurio en
especies entéricas Gram-negativas (Khesin & Karasyova, 1984; Foster, 1987; Silver
& Walderhaug, 1992). Unidades moviles similares con resistencia al Hg han sido
encontradas en S. aureus (Foster, 1987) y especies de Enterococcus (Zscheck &
Murray, 1990). Algunas especies bucales/respiratorias, especialmente del género
Streptococcus, han mostrado ser fenotipicamente resistentes, aunque los
mecanismos de resistencia no han sido identificados (Lyttle & Bowden, 1993;
Summers, et al., 1993). Summers, et al. sugieren que el mercurio de las amalgamas
incrementa la prevalencia de bacterias de la flora normal con multiresistencia debido
al nexo que existe entre los genes de resistencia al Hg y a los antibiéticos (Summers,
et al., 1993). Se ha hipotetizado y ocasionalmente demostrado, que la flora normal
resistente puede actuar como reservorio de genes de resistencia a los antibioticos,
los cuales en determinadas ocasiones, pueden ser transferidos a especies
patdogenas creando especies patdogenas resistentes (Cohen, 1992; Roberts, 1998;

Roberts, 2002).



V. CONCLUSIONES

En el presente estudio, se analizaron muestras de placa dentobacteriana
subgingival de sujetos periodontalmente sanos y con periodontitis crénica con el fin
de determinar el porcentaje de UFC que crecieron en presencia de diferentes
concentraciones de amoxicilina y doxiciclina (Objetivo 1). También, se determiné la
resistencia y las CMIs a seis diferentes antibidticos: amoxicilina, cefotaxima,
ciprofloxacina, clindamicina, doxiciclina y metronidazol en especies bacterianas
aisladas a partir de las mismas muestras de placa dentobacteriana (Objetivo 2) asi
como la identificacion de dichos aislados utilizando la técnica de “checkerboard” para
hibridaciones DNA-DNA (Objetivo 3).

El propésito de analizar muestras de sujetos con periodontitis cronica y con
salud periodontal, se hizo con la finalidad buscar si existian diferencias, en
proporcion de resistencia hacia distintas especies bacterianas, entre ambas
poblaciones. Nuestros resultados mostraron que la proporcion de especies
bacterianas que crecidé en presencia de amoxicilina y doxiciclina no estuvo
relacionada con el estado de salud periodontal de los pacientes. De las muestras de
placa dentobacteriana subgingival cultivable, solo el 1% crecié en presencia de
amoxicilina (8 pg/ml) y aproximadamente el 4 % en presencia de doxiciclina (8 pg/ml)
en el total de la poblacion.

Tomando en cuenta los resultados en el porcentaje de aislados clinicos
resistentes a los seis diferentes antibidticos que se analizaron, podemos concluir que
mas del 50% de las 1,709 cepas analizadas mostraron resistencia (35.7% a un solo

antibidtico y 20% a dos o mas antibidticos). Del total de cepas consideradas como



multi-resistentes por presentar resistencia a dos 6 mas antibidticos, el 92% fue
resistente a dos antibidticos y el 8% a 3 antibidticos. Ninguna de las cepas evaluadas
mostro resistencia a 4 o mas antibidticos. EI nimero de aislados resistentes fue en
orden creciente para, cefotaxima, amoxicilina, ciprofloxacina, doxiciclina, clindamicina
y metronidazol.

De las especies identificadas (962), el 50.7% fue sensible a todos los
antibidticos analizados y el 49.3% fue resistente. Treinta y tres de las 39 especies
identificadas presentaron resistencia y/6 multiresistencia. Entre esas especies se
encontraban cepas de A. actinomycetemcomitans, E. corrodens, P. micros, S. noxia,
P. gingivalis, F. nucleatum y diferentes especies de Streptococcus, Actinomyces y
Prevotella entre otras.

Finalmente, la presencia de resistencia antimicrobiana de bacterias bucales
provenientes de pacientes Mexicanos, no ha recibido la atencién adecuada. Esto es
particularmente grave, si consideramos por un lado, que nuestra poblacion esta muy
expuesta al uso indiscriminado de antibiéticos, y por otro, que se desconocen los
efectos clinicos y microbiolégicos de diferentes antibidticos en pacientes Mexicanos
que padecen periodontitis cronica. El hecho de incluir un nimero tan limitado de
sujetos de estudio, nos hace cuestionarnos, si este grupo de individuos en particular,
refleja las condiciones microbioldgicas y de resistencia de una poblacion tan extensa
como la Mexicana. Evidentemente la respuesta es no, sin embargo, los resultados de
este estudio si reflejan la necesidad de realizar mas estudios para ampliar la
informacion obtenida y que por consecuencia seamos capaces de establecer
parametros mas especificos para la seleccion de antibidticos sistémicos en el

tratamiento de las enfermedades periodontales en la poblacion Mexicana.
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VII. TABLAS

TABLA 1. Criterios utilizados para seleccionar a las poblaciones de estudio.

No.

Grupo de Estudio . No. Dientes Nivel de Insercion
Sujetos
Periodontitis cronica 10 > 20 excluyendo > g sitios con NI > 6 mm
- terceros molares
> 28 anos S 2 1
. y con = 0S < 4 sitios con NI = 4 mm
Periodontalmente sanos 10 molares

y O sitios con NI > 5 mm




TABLA 2. Cepas de referencia utilizadas para la elaboracion de sondas de DNA.

Cepa Ref.* Cepa Ref.*
Actinobacillus actinomycetemcomitans T Neisseria mucosa 19696
Actinomyces georgiae 49285 Peptostreptococcus micros 33270
Actinomyces israelii 12102 Porphyromonas endodontalis 35406
Actinomyces naeslundii stp. 1 12104 Porphyromonas gingivalis 33277
Actinomyces odontolyticus 17929 Prevotella intermedia 25611
Actinomyces viscosus 43146 Prevotella melaninogenica 25845
Campylobacter gracilis 33236 Prevotella nigrescens 33563
Campylobacter rectus 33238 Propionibacterium acnes 6919
Campylobacter showae 51146 Selenomonas artemidis 43528
Capnocytophaga gingivalis 33624 Selenomonas noxia 43541
Capnocytophaga ochracea 27872 Streptococcus anginosus 33397
Capnocytophaga sputigena 33612 Streptococcus constellatus 27823
Corynebacterium matruchotii 14266 Streptococcus gordonii 10558
Eikenella corrodens 23834 Streptococcus intermedius 27335
Eubacterium saburreum 33271 Streptococcus mitis 49456
Eubacterium sulci 35585 Streptococcus oralis 35037
Fusobacterium nucleatum I Streptococcus sanguinis 10556
Fusobacterium periodonticum 33693 Tannerella forsythia 43037
Gemella morbillorum 27824 Treponema denticola 35405
Leptotrichia buccalis 14201 Veillonella parvula 10790

* Numero de referencia del American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA)
T DNA de serotipos a (43717) y b (43718) fue combinado para generar una sonda de DNA

T DNA de subespecies nucleatum (25586), polymorphum (10953) y vincentii (49256) fue
combinado para generar una sonda de DNA.



TABLA 3. Caracteristicas clinicas de la poblacién de estudio (N = 20).

Periodontitis (n = 10) Sanos (n = 10)
Media £ EEM Rango Media £ EEM Rango
Edad (afios)** 451+2.7 3564 33.1+20 28-48
Numero de dientes perdidos 3.6+0.7 1-7 21207 0-7
Género (% mujeres) 60 50
% fumadores 40 20
Profundidad de bolsa promedio (mm)*** 46+03 3.2-59 20+01 1.8-22
51+03 3.6-6.0 20+01 1.8-23

Nivel de insercion promedio (mm)***

% de sitios con:
23.7+87 0.6-92.7 358+11.7 0-83.3

placa

enrojecimiento glnglval 58+39 0-40 1.5+0.6 0-4.8

sangrado al sondeo*** 36.0+3.8 45453 2.3+20.5 0-4.8
ko 75223 0-24 00 0-0

supuracion

**p<0.01, *™* p <0.001, Prueba U de Mann Whitney



TABLA 4. Descripcion de aislados clinicos analizados a partir de muestras de placa
dentobacteriana subgingival.

Numero de Porcentaje

Descripcion aislados (%)

Aislados analizados para Idde‘r‘lti;icalziolso COZ,,Ia técnica 948 47.40%
determinar resistencia € checkerboar
(1,679) No identificados 731 36.55%

. . Contaminados 311 15.55%
Aislados no analizados
(321) Perdidos 10 0.50%

TOTAL 2000 100%




TABLA 5. Determinacién de CMls, rangos y porcentaje de resistencia de aislados clinicos de algunas especies patdgenas.

Especie ai:I:c?os Amoxicilina Cefotaxima Ciprofloxacina Clindamicina Doxiciclina Metronidazol
A. actinomycetemcomitans 4
CMI 50 0.5 0.5 0.5 2 2 4
CMI 90 1 1 1 16 32 32
Rango <0.5-1 <0.5-1 <0.5-1 <0.5-232 <0.5-232 <0.5-232
% de resistencia 0% 0% 0% 50% 25% 50%
C .rectus 16
CMI 50 0.5 0.5 0.5 2 0.5 1
CMI 90 0.5 0.5 16 8 1 2
Rango <0.5-1 <0.5-4 <0.5 - 232 1-232 <0.5-1 <0.5-232
% de resistencia 0% 0% 37.5% 18.7% 0% 6.2%
E. corrodens 29
CMI 50 2 0.5 0.5 32 0.5 32
CMI 90 2 8 0.5 32 16 32
Rango <0.5-8 <0.5-1 <0.5-4 1-232 <0.5-16 232
% de resistencia 0% 0% 0% 89.6% 10.3% 100%
F. nucleatum 50
CMI 50 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
CMI 90 32 4 1 0.5 0.5 0.5
Rango <0.5 - 232 <0.5-232 <0.5-1 <0.5-1 <0.5-1 <0.5-16
% de resistencia 20% 4% 0% 0% 0% 0%
P. micros 6
CMI 50 0.5 0.5 0.5 2 0.5 0.5
CMI 90 32 0.5 2 4 1 32
Rango <0.5 - 232 <0.5 <0.5-2 <0.5-4 <0.5-1 <0.5-232
% de resistencia 16.6% 0% 0% 0% 0% 16.6%

(Continua en la siguiente pagina)



TABLA 5. (Continuacion).

Especie ai:I:c?os Amoxicilina Cefotaxima Ciprofloxacina Clindamicina Doxiciclina Metronidazol
P. gingivalis 104
CMI 50 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
CMI 90 1 0.5 0.5 0.5 0.5 16
Rango <0.5-1 <0.5-1 <0.5-2 <0.5-4 <0.5-232 <0.5-232
% de resistencia 0% 0% 0% 0% 1.9% 9.6%
P. intermedia 77
CMI 50 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
CMI 90 32 4 1 0.5 8 1
Rango <0.5 - 232 <0.5-8 <0.5-8 <0.5 - 232 <0.5-16 <0.5 - 232
% de resistencia 27.2% 0% 2.5% 1.2% 1.2% 5.1%
S. noxia 9
CMI 50 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
CMI 90 0.5 0.5 0.5 0.5 8 0.5
Rango <0.5 <0.5-1 <0.5 <0.5-1 <0.5-16 <0.5
% de resistencia 0% 0% 0% 0% 11.1% 0%
T. forsythia 19
CMI 50 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
CMI 90 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Rango <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5-2 <0.5-2
% de resistencia 0% 0% 0% 0% 0% 0%

La resistencia fue determinada en base a los siguientes puntos de corte (pg/ml): ciprofloxacina y clindamicina 4, amoxicilina y
doxiciclina 8, metronidazol 16 y cefotaxima 32.



VIIl. FIGURAS

A. viscosus
V. parvula
A. odontolyticus
S. mitis
S. oralis

S. sanguinis

P. intermedia
P. nigrescens
Streptococcus sp. P. micros
S. gordonii F. nuc. vincentii
S. intermedius F. nuc. nucleatum
F. nuc. polymorphum
F. periodonticum

P. gingivalis

T. forsythia
T. denticola

E. corrodens

C. gingivalis )
C. sputigena S. noxia
C. ochracea

C. concisus . .
A. a. a. A. actinomycetemcomitans b

FIGURA 1. Complejos bacterianos en la placa subgingival. Los datos de esta figura, resumen las asociaciones entre
especies en la placa dentobacteriana subgingival. Adaptado de Socransky et al. 1998 [Socransky, 1998 #3261].

F. nuc.: Fusobacterium nucleatum, A.a.a: A. actinomycetemcomitans a
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FIGURA 2. Porcentaje promedio (+ EEM) de unidades formadoras de colonias (UFCs) provenientes de muestras de placa
dentobacteriana subgingival de sujetos Mexicanos (N=20) que mostraron crecimiento en presencia de 6 concentraciones
de amoxicilina y doxiciclina. El porcentaje promedio de UFCs en cada una de las concentraciones probadas fue
determinado en base al total de UFCs detectadas en placas sin antibiético para cada muestra de cada sujeto de estudio.

Dichos porcentajes fueron promediados entre las dos muestras de cada sujeto y posteriormente entre los 20 sujetos de la

poblacion. * p < 0.0.5, prueba de Wilcoxon.
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FIGURA 3. Porcentaje promedio (+ EEM) de UFCs provenientes de muestras de placa dentobacteriana subgingival de
sujetos Mexicanos periodontalmente sanos y con periodontitis cronica que mostraron crecimiento en presencia de 6
concentraciones de amoxicilina y doxiciclina. Las diferencias entre los porcentajes de crecimiento de UFCs entre sujetos
sanos y con enfermedad periodontal no fueron estadisticamente significativas para ninguno de los dos antibidticos

utilizando la prueba U de Mann-Whitney.
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FIGURA 4. Proporcién de cepas sensibles, resistentes y multi-resistentes (n= 1,679) aisladas a partir de muestras de
placa dentobacteriana subgingival de sujetos Mexicanos (N=20). La resistencia fue determinada en base a los siguientes

puntos de corte (ug/ml): ciprofloxacina y clindamicina 4, amoxicilina y doxiciclina 8, metronidazol 16 y cefotaxima 32.
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FIGURA 5. Proporcion de cepas identificadas (n= 948) sensibles, resistentes y multi-resistentes aisladas a partir de
muestras de placa dentobacteriana subgingival de sujetos Mexicanos (N=20). La resistencia fue determinada en base a

los siguientes puntos de corte (ug/ml): ciprofloxacina y clindamicina 4, amoxicilina y doxiciclina 8, metronidazol 16 y

cefotaxima 32.
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Metronidazol 41.3

Clindamicina 12.4 10.3
Doxiciclina 9.2 8.2
Amoxicilina 7.6 4.5
Ciprofloxacina 6.7 8.0
Cefotaxima 0.2]0.3
Todos los aislados Aislados identificados
(n=1,679) (n=948)

FIGURA 6. Porcentaje promedio (+ EEM) del total de cepas aisladas (n= 1,679) y total de cepas identificadas (n= 948)
resistentes a 6 antibioticos, provenientes de muestras de placa dentobacteriana subgingival. El porcentaje promedio de
cepas resistentes fue determinado en base al total de cepas evaluadas en cada caso. La resistencia fue determinada en
base a los siguientes puntos de corte (ug/ml): ciprofloxacina y clindamicina 4, amoxicilina y doxiciclina 8, metronidazol 16

y cefotaxima 32.
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FIGURA 7. Proporcion de especies bacterianas identificadas mediante la técnica de “checkerboard” para hibridaciones

= 20).

DNA-DNA a partir de 948 aislados provenientes de placa dentobacteriana subgingival de sujetos Mexicanos (N
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VIIl. ANEXOS

A. EXPERIMENTOS PRELIMINARES

Con el fin de estandarizar la metodologia utilizada en el presente estudio, se
realizaron los siguientes experimentos para: a) determinar el periodo de actividad de
los antibidticos una vez que son adicionados al medio de cultivo y durante el periodo
de incubacion anaerdbica, b) determinar las concentraciones inhibitorias minimas
(CMls) de 40 cepas de referencia utilizando diferentes antibiéticos vy, c) justificar el
uso del agar Mycoplasma en este estudio, comparandolo con el agar Brucella,
recomendado por el CLSI (antes llamado NCCLS) para la determinacion

susceptibilidad antimicrobiana en bacterias anaerébicas (NCCLS, 2001).
Determinacion del periodo de actividad de los antibiéticos dentro del agar

El experimento comprendié la utilizacion de 2 cepas de referencia adquiridas
como cultivos liofilizados del American Type Culture Collection (ATCC, Rockville,
MD, USA): A. israelii (12102) y P. gingivalis (33277). Las cepas se crecieron en
placas con medio HK (agar base para Mycoplasma (Becton Dickinson, Microbiology
Systems, BBL®, Sparks, MD, USA) suplementado con 5% de sangre de carnero
desfibrinada (Laboratorios Microlab S.A. de C.V., México, D.F.), 0.3 ug/ml de
menadione (vitamina K, Sigma-Aldrich Quimica, S.A. de C.V., Toluca, México) y 5
ug/ml de hemina (Sigma) y fueron incubadas en una camara de anaerobiosis con
ambiente de 80% N, 10% CO, y 10% H, a 35°C durante 7 dias. Una vez que se
comprobd la pureza de los cultivos, se realizd la secuencia de las transferencias que

se describe en la Figura 1 (anexo A). Todas las transferencias se realizaron por



duplicado en placas con medio HK sin antibiético y con 16 ug/ml de amoxicilina
(Sigma) y 16 uyg/ml de doxiciclina (Sigma) durante 28 dias consecutivos inoculando
cada placa con 100 ul de células suspendidas en caldo enriquecido (caldo base para
Mycoplasma (Becton Dickinson), 5 ug/ml de hemina (Sigma) y 0.3 ug/ml de
menadione (Sigma)) ajustadas a una densidad optica (DO) = 1 a 600 nm en un
espectrofotometro. Cada dia, a partir del dia 22 hasta el fin del experimento, se llevo
a cabo un registro detallado del crecimiento de cada cepa en las placas de agar
adicionadas con amoxicilina o con doxiciclina.

Durante los dias de incubacion (dias 15 a 28 experimentales), no existid
crecimiento de alguna de las dos cepas de referencia (A. israelii y P. gingivalis)
sembradas en medio de cultivo adicionado con 16 pug/ml de amoxicilina o doxiciclina
preparado de 1 a 14 dias previos a su inoculacién. Por el contrario, las mismas cepas
sembradas en placas control, que no contenian antibiético, mostraron abundante
crecimiento (Tabla1, anexo A). Estos resultados demuestran que la actividad
antimicrobiana de los dos antibiéticos analizados se mantiene por lo menos durante

14 dias, una vez que son adicionados al medio de cultivo.

Determinacion de concentraciones minimas inhibitorias de cepas de

referencia

En la Tabla 2 (anexo A) se presenta la lista de las 40 cepas de referencia del
ATCC que fueron utilizadas para determinar las concentraciones minimas inhibitorias
(CMIs) a los siguientes antibidticos: amoxicilina, ciprofloxacina, clindamicina,

doxiciclina, eritromicina y metronidazol (Sigma).



Todas las cepas fueron sembradas sobre placas de agar enriquecido NHK
(agar base para Mycoplasma suplementado con 5% de sangre de carnero
desfibrinada, 10 ug/ml de acido N-acetilmuramico (Sigma), 0.3 ug/ml de menadione y
5 ug/ml de hemina e incubadas en condiciones anaerobicas a 35°C. Las cepas
fueron suspendidas en tubos individuales con caldo enriquecido y diluidas hasta
obtener una DO =1 a 600 nm en un espectrofotdmetro. Posteriormente, 100 ul de
cada suspension fueron transferidos por duplicado a placas con agar enriquecido sin
antibiotico, con 7 diferentes concentraciones de amoxicilina, -ciprofloxacina,
clindamicina, doxiciclina y eritromicina (0.5, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 pg/ml) y 9 diferentes
concentraciones metronidazol (0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 y 128 pg/ml). Las placas
fueron incubadas a 35°C por 7 dias en condiciones anaerdbicas e inspeccionadas
visualmente para determinar crecimiento o inhibicién de cada cepa en las diferentes
concentraciones de los antibioticos.

La Tabla 3 (anexo A) resume los resultados obtenidos al analizar las 40 cepas
de referencia. La resistencia fue determinada tomando en consideracion los
siguientes puntos de corte sugeridos por el CLSI (NCCLS, 2001), amoxicilina (8
ug/ml), clindamicina (4 pg/ml), doxiciclina (8 ug/ml), eritromicina (4 pg/ml) vy
metronidazol (16 ug/ml) y ciprofloxacina (4 ug/ml) (Snydman, et al., 2000).

Seis de las 40 cepas de referencia (15%) fueron sensibles a todos los
antimicrobianos (C. rectus, C. ochracea, E. sulci, P. gingivalis, P. intermedia y P.
nigrescens). El 42.5% de las cepas fueron resistentes a un solo antibidtico
incluyendo A. viscosus, C. gingivalis, C. sputigena, Eubacterium saburreum, F.

nucleatum ss nucleatum, F. nucleatum ss polymorphum, Gemella morbillorum, P.



melaninogenica, P. acnes, S. anginosus, S. gordonii, S. intermedius, S. mitis, S.
oralis, S. sanguinis, T. forsythia'y V. parvula. 17 cepas de referencia (42.5%) fueron
multi-resistentes; de las cuales, A. actinomycetemcomitans a, A. israelii, A. naeslundii
1, A. odontolyticus, C. gracilis, C. showae, C. matruchotii, F. nucleatum ss vincentii,
F. periodonticum, L. buccalis, P. micros, S. noxia y S. constellatus mostraron
resistencia a diferentes combinaciones de dos antibidticos, mientras que A.
actinomycetemcomitans b, E. corrodens, N. mucosa y P. endodontalis presentaron
resistencia a tres antimicrobianos que en todos los casos fueron clindamicina,
eritromicina y metronidazol. Ninguna de las cepas de referencia evaluadas mostro

resistencia a 4 o mas antibidticos simultaneamente.

Comparacion de dos medios de cultivo para la determinacion de
concentraciones minimas inhibitorias en especies bacterianas

anaerodbicas

Este experimento se realizé con el propdsito de comparar la efectividad de los
antibidticos en dos diferentes medios de cultivo, agar Brucella recomendado por el
CLSI (NCCLS, 2001) y agar Mycoplasma utilizado en este estudio. En la Tabla 4
(anexo A) se presenta la lista de las cepas de referencia del ATCC y de las cepas
bacterianas aisladas a partir de muestras de placa dentobacteriana subgingival de
los sujetos de estudio que fueron utilizadas para determinar y comparar las
concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) en presencia de clindamicina vy
metronidazol en medio de agar enriquecido (agar Mycoplasma y agar Brucella).

Todas las cepas fueron sembradas sobre placas de agar enriquecido (agar

Mycoplasma y agar Brucella (Becton Dickinson) suplementado con 5% de sangre de



carnero desfibrinada (Laboratorios Microlab), 10 ug/ml de acido N-acetilmuramico
(Sigma), 0.3 ug/ml de menadione (vitamina K, Sigma) y 5 ug/ml de hemina (Sigma))
e incubadas en condiciones anaerodbicas a 35°C. Las cepas fueron suspendidas en
tubos individuales con caldo enriquecido y diluidas hasta obtener una DO = 1 a 600
nm en un espectrofotdmetro. 100 ul de cada suspension fueron transferidos por
duplicado a placas con agar enriquecido de Mycoplasma y Brucella sin antibidtico y
con 7 diferentes concentraciones de clindamicina (0.5, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 ug/ml) y 9
diferentes concentraciones metronidazol (0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 y 128 ug/ml). Las
placas fueron incubadas a 35°C por 7 dias en condiciones anaerdbicas e
inspeccionadas visualmente para determinar crecimiento o inhibicién de cada cepa
en las diferentes concentraciones de los antibioticos.

La Tabla 5 (Anexo A) resume los resultados obtenidos en este experimento.
Todas las cepas analizadas mostraron crecimiento normal en las placas control (sin
antibiotico) de agar Mycoplasma y agar Brucella. En ambos medios de cultivo las
CMIs obtenidas con en las cepas de referencia fueron menores comparadas con la
misma especie pero obtenida de aislados clinicos. Por ejemplo, A.
actinomycetemcomitans serotipo b (ATCC 43718) tuvo una CMI de <0.5 pg/ml en
presencia tanto de clindamicina como de metronidazol en ambos medios de cultivo,
mientras que el aislado clinico de A. actinomycetemcomitans (A15a-23) tuvo una CMI
de 32 y 4 ug/ml en presencia de clindamicina y metronidazol, respectivamente en
agar Mycoplasma, mientras que en presencia de clindamicina o metronidazol en agar
Brucella fue de 32 y 8 pg/ml, respectivamente. Otras cepas de referencia evaluadas

fueron P. endodontalis, S. noxia y T. forsythia, asi como un aislado clinico de C.



rectus, las CMIs obtenidas en estas cepas fueron practicamente las mismas cuando
fueron comparados ambos medios de cultivo.

Estos resultados justifican el uso del agar Mycoplasma utilizado en la
realizacion del presente proyecto para la determinacion de susceptibilidad/resistencia

antimicrobiana en bacterias anaerdbicas.
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FIGURA 1 (anexo A). Disefio y secuencia de experimento para determinar el periodo de actividad de la amoxicilina y

doxiciclina dentro del agar. Todas las transferencias en medio de cultivo con antibiético fueron realizadas por duplicado.



TABLA 1 (anexo A). Periodo de actividad de los antibidticos.

Amox Dox Amox Dox

* 4 -
Cepa Dia (16ul)T  (16p1)" ControlT Dia (16ul)!  (16ul) ControlT
Crecimiento Crecimiento

P. gingivalis 15 - - + 99 - - +

A. israelii - - + - - +

P. gingivalis - - + - - +
gng 16 23

A. israelii - - + - - +

P. gingivalis - - + - - +
gng 17 24

A. israelii - - + - - +

P. gingivalis - - + - - +
gng 18 25

A. israelii - - + - - +

P. gingivalis - - + - - +
gng 19 26

A. israelii - - + - - +

P. gingivalis - - + - - +
gng 20 27

A. israelii - - + - - +

P. gingivalis - - + - - +
gng 21 28

A. israelii - - + - - +

* Numero de referencia del American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD,
USA); Porphyromonas gingivalis (33277); Actinomyces israelii (12102).

T Todas las placas se hicieron por duplicado.



TABLA 2 (anexo A). Cepas de referencia utilizadas para la determinacion de CMls.

Cepa Ref.* Cepa Ref.*
Actinobacillus actinomycetemcomitans serotipoa 43717 Gemella morbillorum 27824
Actinobacillus actinomycetemcomitans serotipob 43718 Leptotrichia buccalis 14201
Actinomyces israelii 12102 Peptostreptococcus micros 33270
Actinomyces naeslundii serotipo 1 12104 Neisseria mucosa 19696
Actinomyces odontolyticus 17929 Porphyromonas endodontalis 35406
Actinomyces viscosus 43146 Porphyromonas gingivalis 33277
Campylobacter gracilis 33236 Prevotella infermedia 25611
Campylobacter rectus 33238 Prevotella melaninogenica 25845
Campylobacter showae 51146 Prevotella nigrescens 33563
Capnocytophaga gingivalis 33624 Propionibacterium acnes 6919
Capnocytophaga ochracea 27872 Selenomonas noxia 43541
Capnocytophaga sputigena 33612 Streptococcus anginosus 33397
Corynebacterium matruchotii 14266 Streptococcus constellatus 27823
Eikenella corrodens 23834 Streptococcus gordonii 10558
Eubacterium saburreum 33271 Streptococcus intermedius 27335
Eubacterium sulci 35585 Streptococcus mitis 49456
Fusobacterium nucleatum ss nucleatum 25586 Streptococcus oralis 35037
Fusobacterium nucleatum ss polymorphum 10953 Streptococcus sanguinis 10556
Fusobacterium nucleatum ss vincentii 49256 Tannerella forsythia 43037
Fusobacterium periodonticum 33693 Veillonella parvula 10790

* Numero de referencia del American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA).



TABLA 3 (anexo A). Concentraciones minimas inhibitorias de 40 cepas de referencia a 6 antibiéticos.

Amoxicilina Ciprofloxacina Clindamicina Doxiciclina Eritromicina Metronidazol

Cepa
P CMIE S/R§ CMIE S/R§ CMIE S/R§ CMIE S/R§ CMIE S/R§ CMIE S/R§

A. actinomycetemcomitans a 2 S 0.5 S >32 R 8 S >32 R 8 S
A. actinomycetemcomitans b 4 S 0.5 S >32 R 4 S >32 R 64 R
A. israelii 0.5 S 32 R 4 S 0.5 S 1 S 128 R
A. naeslundii 0.5 S 4 S 8 R 0.5 S 0.5 S 128 R
A. odontolyticus 0.5 S 32 R 2 S 1 S 0.5 S >128 R
A. viscosus 0.5 S 2 S 2 S 0.5 S 0.5 S >128 R
C. gracilis 1 S 0.5 S 16 R 2 S 16 R 2 S
C .rectus 1 S 0.5 S 2 S 0.5 S 2 S 2 S
C. showae 0.5 S 0.5 S 8 R 0.5 S 4 S >128 R
C gingivalis 0.5 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S 32 R
C. ochracea 1 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S 4 S 8 S
C. sputigena 1 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S 2 S 32 R
C. matruchotii 0.5 S 0.5 S 8 R 0.5 S 0.5 S >128 R
E. corrodens 2 S 0.5 S >32 R 1 S 16 R >128 R
E. saburreum 0.5 S 32 R 0.5 S 0.5 S 1 S 0.5 S
E. sulci 0.5 S 1 S 0.5 S 0.5 S 4 S 1 S
F. nucleatum ss nucleatum 0.5 S 1 S 1 S 0.5 S 32 R 0.5 S
F. nucleatum ss polymorphum 0.5 S 2 S 0.5 S 0.5 S 32 R 0.5 S
F. nucleatum ss vincentii 16 R 2 S 0.5 S 0.5 S 32 R 0.5 S
F. periodonticum 32 R 2 S 0.5 S 0.5 S 32 R 0.5 S
G. morbillorum 0.5 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S 1 S >128 R
L. buccalis 0.5 S 16 R 0.5 S 0.5 S >32 R 1 S
M. micros 0.5 S 1 S 2 S 0.5 S 16 R >128 R

(Continua en la siguiente pagina)
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TABLA 3 (anexo A). (Continuacion).

Amoxicilina Ciprofloxacina Clindamicina Doxiciclina Eritromicina Metronidazol

Cepa CMIE S/R§ CMIE S/R§ CMIE S/R§ CMIE S/R§ CMIE S/R§ CMIE S/R§
N. mucosa 2 S 0.5 S >32 R 0.5 S 8 R >128 R
P. gingivalis 0.5 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S 4 S 0.5 S
P. endodontalis 4 S 0.5 S >32 R 4 S >32 R 64 R
P. intermedia 0.5 S 1 S 0.5 S 0.5 S 1 S 0.5 S
P. melaninogenica 0.5 S 1 S 0.5 S 0.5 S >32 R 0.5 S
P. nigrescens 0.5 S 1 S 0.5 S 0.5 S 2 S 1 S
P. acnes 0.5 S 0.5 S 0.5 S 0.5 S 1 S >128 R
S. noxia 0.5 S 1 S 0.5 S 0.5 S >32 R  >128 R
S. anginosus 0.5 S 4 S 2 S 2 S 1 S >128 R
S. constellatus 0.5 S 1 S 2 S 32 R 1 S >128 R
S. gordonii 0.5 S 2 S 2 S 0.5 S 1 S 64 R
S. intermedius 1 S 2 S 2 S 0.5 S 1 S >128 R
S. mitis 0.5 S 4 S 2 S 0.5 S 2 S >128 R
S. oralis 0.5 S 4 S 1 S 0.5 S 2 S >128 R
S. sanguinis 1 S 4 S 2 S 0.5 S 1 S >128 R
T. forsythia 8 S 0.5 S 2 S 0.5 S 4 S >128 R
V. parvula 0.5 S 1 S 0.5 S 1 S >32 R 16 S

£ pg/ml. § S: sensible, R: resistente; en base a los siguientes puntos de corte (ug/ml): amoxicilina 8, ciprofloxacina 4,
clindamicina 4, doxiciclina 8, eritromicina 4 y metronidazol 16.
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TABLA 4 (anexo A). Cepas de referencia y aislados clinicos utilizados para la
comparacién de dos medios de cultivo en la determinacion de CMls.

Cepa Referencia
Actinobacillus actinomycetemcomitans serotipo b 43718 *
Campylobacter showae 51146 *
Eikenella corrodens 23834 *
Porphyromonas endodontalis 35406 *
Selenomonas noxia 43541~
Tannerella forsythia 43037 *
Eikenella corrodens A8a-1 S
Campylobacter showae A13b-16 S
Campylobacter rectus A14a-31 S
Actinobacillus actinomycetemcomitans A15a-23 §
Campylobacter showae A22b-38 S

* Numero de referencia del American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD,
USA).

% Codigo de aislado clinico.
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TABLA 5 (anexo A). Comparacion de dos medios de cultivo en la determinacion de CMls.

Mycoplasma agar“ Brucella agar“
Cepa Clindamicina Metronidazol c Clindamicina Metronidazol
(ug/mi) (ugimp) O™ ugiml)  (ugimp) O™

A. actinomycetemcomitans b * <0.5 <0.5 + <0.5 <0.5 +
C. showae * <0.5 <0.5 + <0.5 <0.5 +
E. corrodens * >32 64 + 16 64 +
P. endodontalis * >32 >128 + >32 >128 +
S. noxia * <0.5 8 + <0.5 8 +
T. forsythia * >32 >128 + 16 >128 +
A. actinomycetemcomitans S 32 4 + 32 8 +
C. showae > <0.5 2 + <0.5 2 +
C. showae S 32 >128 + 32 >128 +
E. corrodens ® >32 >128 * >32 >128 *
C. rectus S <0.5 <0.5 + <0.5 <0.5 +

* Cepas de referencia del American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA).
$ Aislado clinico.

T Todas las placas se hicieron por duplicado
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B. FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Investigador Responsable: Dra. Laurie Ann Ximénez-Fyvie.

Clinicos Responsables: Dra. Velia Jacobo-Soto.
Dra. Argelia Almaguer-Flores.

Institucion: Laboratorio de Genética Molecular
Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion
Facultad de Odontologia, UNAM

Teléfonos: 5622-5565 (horas y dias habiles)
04455-2699-7530 (emergencias)

Titulo de los Proyectos:

Factores microbiolégicos y genéticos relacionados con las
enfermedades periodontales en México.
(CONACYT # J-34909-M)

Influencia de niveles creviculares de citocinas sobre las
enfermedades periodontales en México.
(DGAPA # IN205402)

Espiroquetas periodontales cultivables y no cultivables.
(NIH # DE-10374, NIDCR)

INVITACION A PARTICIPAR: Usted esta invitado a participar en cualquiera de tres
estudios de investigacion que analizan las bacterias de la boca asi como las
caracteristicas genéticas y de defensa de las personas que padecen enfermedades
de las encias. El primer estudio investiga la relacion de algunas bacterias y de la
resistencia que tienen las mismas a diferentes antibiéticos con las enfermedades de

las encias, asi como las caracteristicas genéticas de las personas que padecen
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dichas enfermedades. El segundo estudio investiga la relacion entre algunas
caracteristicas del sistema de defensa de las personas y el estado de salud de las
encias. El tercer estudio investiga el papel que juegan algunas bacterias especificas
en las enfermedades de las encias.

PROPOSITO: Usted debe entender que los objetivos del primer estudio son
determinar la presencia y cantidad de bacterias que se encuentran en la boca de
personas con diferentes tipos de enfermedades de las encias, determinar la
resistencia que tienen dichas bacterias a varios antibiéticos y comparar las
caracteristicas genéticas entre personas con y sin enfermedades de las encias. El
segundo estudio tiene por objetivo comparar la magnitud de la respuesta del sistema
de defensa entre personas con y sin enfermedades de las encias y el tercer estudio
tiene por objetivo determinar si los tipos de unas bacterias llamadas espiroquetas son

diferentes entre personas con y sin enfermedades de las encias.

PROCEDIMIENTOS: Usted debe entender que para participar en estos estudios
debe haber nacido en la Republica Mexicana, debe encontrarse en buen estado
general de salud, debe tener por lo menos 20 dientes naturales en la boca, no puede
haber recibido ningun tipo de tratamiento periodontal en el pasado, no puede haber
recibido una limpieza dental profesional en el ultimo mes y no puede haber tomado
ningun tipo de antibidtico en los ultimos 3 meses. Asimismo, en el caso de ser mujer,
no puede estar embarazada ni lactando.

Usted debe entender que su participacion en estos estudios de investigacion requiere

uno o mas de los siguientes procedimientos:
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La realizacién de una evaluacion periodontal completa, la cual consistira en
medir la profundidad de las pequehas “bolsas” que se encuentran entre sus
dientes y sus encias. Estas medidas seran tomadas con un instrumento
especial llamado sonda que sera introducido en dichas “bolsas” en 6 lugares
diferentes alrededor de cada diente de su boca. Este es un procedimiento de
rutina ampliamente utilizado en la practica dental. Ademas de lo anterior, se le
realizara una evaluacién general de la salud de sus encias para saber si
sangran, si estan inflamadas, si estan enrojecidas, etc.

La obtencion de algunos de sus datos generales y médico, lo cual consistira
en el llenado de una historia clinica con preguntas que le seran leidas por el
clinico que lo atienda y la medicién de su peso, estatura, presién sanguinea,
pulso y porcentaje de grasa corporal.

La toma de un maximo de 36 muestras de placa dentobacteriana, lo cual se
realizara tomando, con un instrumento dental, una muestra de la pelicula
blanquecina que se forma naturalmente sobre la superficie de sus dientes
(placa dentobacteriana) de todos los dientes de su boca y en algunos casos,
dos muestras de un mismo diente. Este procedimiento no es doloroso aunque
en algunas ocasiones puede ser un poco molesto. Cada muestra de placa
dentobacteriana sera colocada dentro de un tubo.

La toma de 1 muestra de 3 ml de sangre, lo cual se realizara siguiendo los
mismos procedimientos que se llevan acabo en laboratorios de diagndstico
clinico acreditados. Dicho procedimiento consiste en colocar una liga gruesa

ligeramente apretada alrededor de su brazo para facilitar la visualizacion de
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sus venas. Posteriormente, se introduce una aguja a una vena de alguno de
sus brazos y se deposita la sangre en un tubo de vidrio conforme sale de la
vena. La liga y aguja seran retiradas y el sitio de puncién sera cubierto con un
curita una vez que el clinico determine que ha dejado de sangrar. Este
procedimiento puede causarle dolor o molestias principalmente en el sitio de la
puncion.

e Latoma de 4 muestras de fluido de sus encias, lo cual se realizara colocando
una tira de papel en el espacio entre sus dientes y sus encias en 4 dientes de
su boca. Este procedimiento no conlleva ninguna molestia. Cada muestra sera
medida en un aparato para determinar la cantidad de fluido y colocada en un
tubo.

Usted debe entender que todos los procedimientos seran realizados en una sola
visita que tendra una duracibn maxima de 2 horas y que en estos estudios
participaran aproximadamente 500 (quinientas) personas.

Usted debe entender que su participacion en estos estudios no implica que sera
sometido a ningun tratamiento diferente o adicional a aquellos tratamientos que su

clinico tratante considere necesarios para su caso.

RIESGOS: Usted debe entender que los riesgos que usted corre con su participacion
en estos estudios son minimos. La evaluacion periodontal que se le realizara es la
misma que realiza cualquier dentista para determinar la salud de sus encias. Las
muestras de placa se tomaran siguiendo procedimientos similares a los que se

realizan durante una limpieza dental. Las muestras de fluido de sus encias no
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conllevan ninguna molestia y la muestra de sangre puede causarle algunas molestias
menores pero no duraderas en el sitio de la puncion.

Debe entender que todos los procedimientos seran realizados por profesionales
calificados y con experiencia, utilizando procedimientos de seguridad aceptados para
la practica clinica. Todo el personal que le atendera utilizara guantes desechables,
bata y cubrebocas para su propia proteccion y la de usted. Todos los materiales e
instrumental que seran utilizados seran desechables y/o estaran esterilizados para su

proteccion.

BENEFICIOS: Usted debe entender que su participacion no le proporcionara ningun
beneficio inmediato ni directo. Sin embargo, gracias a su participacién, se obtendra
informacion nueva y mas extensa sobre las causas y los factores que intervienen en
las enfermedades de las encias en la poblacion de México, lo cual podria ayudar en
un futuro no sélo al mejor entendimiento de dichas enfermedades, sino también a la

busqueda y empleo de nuevos tratamientos para nuestra poblacion.

COMPENSACIONES: Usted debe entender que no existe ninguna compensacion

monetaria por su participacion pero que tampoco incurrira en ningun gasto adicional.

CONFIDENCIALIDAD: Usted debe entender que toda la informaciéon que sea
obtenida tanto en sus historiales clinicos como en el analisis de sus muestras sera
mantenida en estricta confidencialidad. Asi mismo, si cualquier publicacién resultara

de estas investigaciones, no se le identificara jamas por nombre.

RENUNCIA/RETIRO: Usted debe saber que su participacion en los estudios es

totalmente voluntaria y que puede decidir no participar o retirarse del estudio en
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cualquier momento, sin que esto represente algun perjuicio para su atencion dental
presente ni futura en las clinicas de la Facultad de Odontologia de la UNAM.
También debe entender que si cualquiera de los responsables de estos estudios
decidieran no incluirle en las investigaciones, pueden hacerlo si asi lo creyeran

conveniente.

DERECHOS: Usted tiene el derecho de hacer preguntas y de que éstas le sean
contestadas a su plena satisfaccion. Puede hacer sus preguntas en este momento,
antes de firmar la presente forma o en cualquier momento en el futuro. Si desea
mayores informes acerca de su participacion en estos estudios de investigacién o
sobre sus derechos como sujeto de estudio, puede contactar a cualquiera de los
responsables llamando a los numeros de teléfono que se encuentran en la parte

superior de la primera pagina de esta forma.

ACUERDO: Al firmar en los espacios provistos a continuacion usted constata que ha
leido y entendido esta forma de consentimiento y que estd de acuerdo con su

participacion en estos estudios. Al terminar la visita recibira una copia de esta forma.

Nombre del Sujeto Firma del Sujeto Fecha
(Dia/mes/afo)

Nombre del Clinico Responsable Firma del Clinico Responsable Fecha
(Dia/mes/afo)
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