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RESUMEN 
 

El tratamiento de las infecciones periodontales asociadas a cepas de  

Staphylococcus aureus multirresistentes a los antibióticos es un serio problema de 

salud. La presencia de múltiples genes de virulencia en las cepas de S. aureus 

incrementa la agudeza o cronicidad de las infecciones. El objetivo de este estudio 

fue caracterizar los patrones de expresión de genes de adhesión en un grupo de 

cepas de Staphylococcus aureus aisladas de infecciones periodontales. S. aureus 

fue identificada por pruebas bioquímicas y por la PCR mediante amplificación de 

los genes RNAr23S, coa, nuc y spa (región X).  La resistencia a los antibióticos en 

las cepas de S. aureus se determinó por el método de Kirby-Bauer, el tipo de spa 

se identificó por secuenciación (región X), la cuantificación de la biopelícula se 

realizó mediante placas de microtítulo de poliestireno, la detección del gen mecA 

(resistencia a meticilina) y los marcadores de virulencia se identificaron por la 

PCR, y la expresión de los genes implicados en la adhesión celular por la PCR en 

tiempo real  después de la infección en un modelo in vitro de células epiteliales 

humanas (A549). S. aureus se identificó en el 18.6% (50/268) de las muestras 

periodontales. Todas las cepas (n = 50) fueron portadoras del gen  de resistencia 

a la meticilina mecA+ (MRSA, n=50) y de  los genes de virulencia spa (proteína A 

estafilocócica), coa (coagulasa) e icaAB (adhesina intercelular); el 96% (n = 48) de 

clfB (factor de aglutinación B) y el 88% (n = 44) de ellos presentaron a los genes  

ebps (proteína de unión a elastina) y sdrD (proteína D de serina aspartato).Se 

observó la resistencia a la ampicilina, dicloxacilina, cefotaxima y penicilina. El 
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100% de las cepas fue multirresistente de seis a doce de los antibióticos 

probados. Los  tipos de spa más frecuentes entre las cepas periodontales de S. 

aureus fueron t91 con el 20% (n=10) y t198 con 18% (n=9). Se identificaron 

veinticuatro combinaciones distintas de expresión de genes de virulencia 

asociados al  fenotipo de  resistencia  a los antibióticos. Aunque S. aureus ha sido 

considerado un miembro transitorio de la microbiota oral, nuestros resultados 

muestran que las cepas de Staphylococcus aureus Meticilina Resistentes (MRSA) 

aisladas de las enfermedades periodontales son genéticamente distintas ya que  

expresan múltiples genes de adhesión y son resistentes a una gran cantidad de 

antibióticos. A pesar de que S. aureus no se ha considerado un agente etiológico 

de periodontitis, estas cepas presentes en los sacos periodontales pueden 

contribuir con sus genes de virulencia o de resistencia a los antibióticos mediante 

transferencia genética horizontal. Finalmente este es el primer estudio realizado 

en México sobre marcadores de virulencia y resistencia a antibióticos en cepas de 

Staphylococcus aureus Meticilina Resistentes  aislado de enfermedades 

periodontales. 
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ABSTRACT 

The treatment of periodontal infections associated with antibiotic-resistant strains 

of Staphylococcus aureus is a serious health problem. The presence of multiple 

virulence genes in S. aureus strains increases the acuteness or chronicity of 

infections. The objective of this study was to characterize the patterns of 

expression of adhesion genes in a group of Staphylococcus aureus strains of 

periodontal infections. S. aureus was identified by biochemical tests and by PCR 

by amplification of the RNAr23S, coa, nuc and spa genes (region X). Antibiotic 

resistance in S. aureus strains was determined by the Kirby-Bauer method, the 

type of spa was identified by sequencing (region X), the quantification of the biofilm 

was performed using polystyrene microtiter plates, the detection of the mecA gene 

(methicillin resistance) and virulence markers were identified by PCR, and the 

expression of genes involved in cell adhesion by real-time PCR after infection in an 

in vitro model of human epithelial cells (A549). S. aureus was identified in 18.6% 

(50/268) of the periodontal samples. All strains (n = 50) were carriers of the mecA 

+ methicillin resistance gene (MRSA, n = 50) and of the virulence spa genes 

(staphylococcal protein A), coa (coagulase) and icaAB (intercellular adhesin); 96% 

(n = 48) of clfB (agglutination factor B) and 88% (n = 44) of them with respect to 

the genes ebps (elastin binding protein) and sdrD (serine aspartate D protein). 

Ampicillin, dicloxacillin, cefotaxime and penicillin resistance are affected. 100% of 

the strains were multi-resistant from six to twelve of the antibiotics tested. The most 

frequent types of spa among the periodontal strains of S. aureus were t91 with 

20% (n = 10) and t198 with 18% (n = 9). Twenty-four different combinations of 
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virulence gene expression associated with the antibiotic resistance phenotype 

were identified. Although S. aureus has been considered a transitional member of 

the oral microbiota, our results show that Staphylococcus aureus Meticillin 

Resistant (MRSA) strains isolated from periodontal diseases are genetically distinct 

as they express multiple adhesion genes and are resistant to a large amount of 

antibiotics Although S. aureus has not been considered an etiologic agent of 

periodontitis, these strains present in periodontal sacs can contribute to their 

virulence or antibiotic resistance genes by horizontal genetic transfer. Finally, this 

is the first study conducted in Mexico on markers of virulence and antibiotic 

resistance in Staphylococcus aureus Meticillin Resistant strains isolated from 

periodontal diseases. 
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1. INTRODUCCIÓN  

1.1 Periodontitis 
 

La periodontitis es una enfermedad infecciosa que se caracteriza por la 

destrucción de las estructuras que soportan los dientes: el ligamento periodontal, 

el tejido conectivo y el hueso alveolar; es la principal causa de carencia de los 

dientes en los adultos (Slots, 2013) (Figura 1). La periodontitis es una infección 

que se localiza en la estructura mineralizada del diente y pasa a través del 

integumento, de manera que una parte está expuesta al ambiente externo y otra 

está arraigada sólidamente en los tejidos conectivos (Figura 2). Este padecimiento 

es el resultado de la interacción entre agentes patógenos y reacciones inmunes 

del hospedero pero también está influida por otros factores de riesgo como fumar, 

consumir alcohol, padecer diabetes mellitus, síndrome metabólico, osteoporosis 

obesidad o tener una baja ingesta de calcio y vitamina D (Genko et al., 2013). 

1.2 Epidemiología 
 
Las enfermedades bucales son consideradas problemas de salud pública por su 

alta prevalencia y severidad, que contribuyen en gran medida al agravamiento de 

las condiciones generales de salud, generando una gran demanda de atención en 

los servicios de salud del país, con elevados gastos económicos al sistema de 

salud y al bolsillo de la población. La salud bucal no sólo es importante para la 

apariencia y el bienestar, sino también para la salud en general del individuo.  

De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud (WHO) la periodontitis es la 

undécima enfermedad más prevalente en el mundo en  2016. En México los 

enfermos de periodontitis constituyen del 50 al 70% de la población de acuerdo 
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con las estadísticas de la Secretaría de Salud (SSa) y del sistema de vigilancia 

epidemiológica de patologías bucales (SIVEPAB), dependiente de la SSa (SSa. 

Enfermedad periodontal, 2016).  

 

 

Figura 1. Imagen que muestra las partes de un diente sano y  un diente con algunos de 
los daños provocados por la periodontitis (tomada de Sánchez et al, 2010). 
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Figura 2. Etapas de la lesión periodontal (tomada de Tefi, SN). 
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1.3 Patógenos causales 
 
Esta enfermedad es producida por un grupo de bacterias capaces de evadir o de 

superar el sistema inmune del paciente. Entre las principales bacterias que la 

ocasionan se encuentran las siguientes: Porphyromonas gingivalis, Tannerella 

forsythia Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Treponema denticola. Estas 

bacterias tienen la capacidad para penetrar a las células del hospedero; han sido 

detectadas en el interior de células orales epiteliales humanas tanto de personas 

sanas como con periodontitis, aunque en números significativamente mayores en 

estas últimas (Colombo et al., 2007). Adicionalmente, algunas otras bacterias 

conviven e interactúan con las anteriores y su papel comienza a definirse apenas, 

como Streptococcus gordonii y Staphylococcus aureus (Colombo  et al., 2013 y  

Kuboniwa et al., 2017). 

1.4 Porphyromonas gingivalis  
  
P. gingivalis es un cocobacilo Gram negativo, anaerobio, no móvil (Figura 3). 

Pertenece al phylum Bacteroidetes, habita en la cavidad oral y causa periodontitis. 

Una evidencia clara de que produce periodontitis fue la demostración de que 

cuando se implantó P. gingivalis en monos, cuya microbiota se había suprimido 

por tratamiento con rifampicina sistémica, se inició el desarrollo de la enfermedad 

periodontal (Holt et al., 1988). Nelson et al., en el 2003 secuenciaron el genoma de 

2,343,479 pb de la cepa virulenta W83 y encontraron que puede metabolizar once 

aminoácidos para obtener energía, quizá productos de la degradación de 

proteínas del hospedero por proteasas bacterianas, y generar productos 

metabólicos finales tóxicos para el tejido gingival humano (butirato, propionato y 
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amonio) que contribuyen al desarrollo de la enfermedad periodontal (Takahashi et 

al., 2000). Entre sus principales factores de virulencia se encuentran las 

gingipaínas [Arg-gingipaína (Rgp) y Lis-gingipaína (Kgp)]; es decir, proteasas que 

hidrolizan proteínas de residuos arginina y lisina. 

Otro importante factor de virulencia es la cápsula, cuya composición de 

carbohidratos es variable entre las cepas, pero suele contener aminoazúcares 

como galactosamina y glucosamina. La cápsula protege a la bacteria contra la 

fagocitosis y le confiere resistencia al efecto bactericida del suero (Holt et al. 

1999).  

Se ha reportado también la producción de dos hemolisinas por P. gingivalis; estas 

proteínas son capaces de lisar a los glóbulos rojos y su papel es aportarle hierro a 

la bacteria. La hemoglobina y el hemo se liberan por la hemólisis de los 

hematocitos y son reconocidos por receptores de la superficie bacteriana y luego 

transportados al periplasma, una vez en el interior de la bacteria el hierro se libera 

del hemo (Runyen-Janecky  2013). Ambas hemolisinas se localizan principalmente 

en las vesículas de membrana externa (OMVs; outer membrane vesicles) 

liberadas por la bacteria (Karunakaran et al., 1993 y Deshpande et al., 1999). 

Estas OMVs contienen además, gingipaínas, lipopolisacárido (LPS), cápsula y 

fimbrias (Amano et al., 2010a). 

P. gingivalis puede ingresar a las células epiteliales y endoteliales, lo que le 

permite escapar del sistema inmune del hospedero y protegerse de la acción de 

los antibióticos durante aproximadamente 48 h, aunque algunas bacterias salen de 

las células inicialmente infectadas y son capaces de infectar a otras, lo que 

prolonga su período de infección (Amano  et al.,  2010b).  
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Figura 3.  A) Morfología colonial observadas con microscopio estereoscópico a 
4,5 (Mayorga-Fayad et al., 2007) y B) tinción Gram de Porphyromonas gingivalis 

(Lamont y Jenkinson, 2010). 

1.5 Tannerella forsythia 
 
Es una bacteria anaerobia Gram negativa, de morfología fusiforme, perteneciente 

al phylum Bacteroidetes (Figura 4), que habita en la cavidad oral de los humanos 

(Tanner et al., 1986 y Sakamoto et al. 2002) y que causa periodontitis. Esta 

bacteria ha sido poco estudiada debido a la natureza fastidiosa de su crecimiento, 

requiere hemina, menadiona, L-cysteína y ácido N-acetil murámico para crecer.  

Varios factores de virulencia de T.  forsythia se han identificado, entre ellos la capa 

superficial S (S-layer), la proteína BspA, glicosidasas y dos proteasas (Sharma  

2010 y Tanner et al., 2006). La capa superficial (S-layer) de T. forsythia es su 

componente más externo y está formada por glicoproteínas, entre las que se 

encuentran dos de alta masa molecular, de 220 y 210 kDa: TfsA y TfsB (Lee et al., 

2016). Estudios in vitro con mutantes carentes de la capa S muestran que esta 

retarda la capacidad de los macrófagos y de los monocitos humanos para montar 

una respuesta con citocinas (Sekot et al., 2011). La capa S constituye un escudo 

protector para la bacteria y actúa como atrapadora de iones y como tamiz 
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molecular para metabolitos en el ambiente, también colabora en la adhesión de la 

bacteria (Sabet et al., 2003). 

Se ha identificado una proteína asociada a la superficie BspA (Bacteroides surface 

protein A) esta es secretada y tiene secuencias de  repetidos ricos en leucina 

(LRR; leucine-rich repeats). Esta proteína contiene dos regiones D1 y D2 

(formadas por LRR) en el extremo amino terminal con 14 y 6 repeticiones en 

tándem de 23 aminoácidos del LRR cada una. El extremo carboxilo terminal 

contiene 4 motivos inmunoglobulin-like llamados Big_2. La presencia de los 

dominios LRR sugiere que esta proteína podría participar en interacciones 

proteína-proteína con factores o componentes de otras bacterias en el biofilm y se 

ha demostrado que se une a la fibronectina y al fibrinógeno extracelulares 

(Sharma et al., 1998).  

En la superficie de T. forsythia se ha identificado una serín-proteasa de 81 kDa 

cuyo papel podría ser degradar péptidos pequeños derivados de la hidrólisis de 

proteínas grandes realizada por otras bacterias orales (Grenier 1995). 

Posteriormente se identificó otra cisteín-proteasa de 47.8 kDa, denominada PrtH, 

con la capacidad de degradar proteínas más grandes; esta proteasa  puede estar 

implicada en la desintegración del epitelio gingival y en inducir la producción de 

interleucina-8 por las células separadas. Ambas actividades  podrían participar en 

la patogénesis de la enfermedad periodontal (Hamlet et al., 2008). 
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1.6 Aggregatibacter actinomycetemcomitans 
 
Aggregatibacter actinomycemcomitans, anteriormente denominado Actinobacillus 

actinomycemcomitans perteneciente al phylum Proteobacteria, es un bacilo Gram 

negativo facultativo (Figura 5), cuyo hábitat natural es la cavidad oral, que produce 

periodontitis, aunque también se encuentra entre la microbiota oral de las 

personas con periodonto sano (Haffajee et al., 1994; Fine et al., 2007). Se han 

descrito seis serotipos de esta bacteria (a-f), de los cuales el b es más común en 

la periodontitis agresiva (Yang  et al., 2004).  

Uno de los principales factores de virulencia de A. actinomycetemcomitans es la 

leucotoxina LtxA, la cual pertenece a la familia de las citolisinas de la familia de las 

RTX (repeats-in toxin). Esta leucotoxina, de aproximadamente 113 kDa, se ha 

encontrado en microvesículas liberadas por la bacteria (Kato et al., 2002),  sin 

embargo, su vía fundamental de transporte a la membrana externa de la bacteria 

es el sistema de secreción tipo I (TISS, por sus siglas en inglés); se ha 

Figura 4. a) Morfología colonial observadas con microscopio estereoscópico a 
4.5 (Mayorga-Fayad et al., 2007) y b) Microscopia electrónica de trasmisión de 
cepas de Tannerella forsythia (Settem et al., 2012). 
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demostrado que el suero humano provoca la liberación de LtxA de la superficie de 

A. actinomytencomitans (Johansson et al., 2003).  LtxA lisa a los 

monocitos/macrófagos, lo que le permite a la bacteria evadir las defensas locales 

del paciente. 

Otro de los factores de virulencia de A. actinomycetemcomitans es la CDT 

(cytolethal distending toxin) que participa en la conservación de la infección 

mediante la modulación de la respuesta inmune. Es una toxina tripartita, contiene 

tres subunidades: cdtB es la subunidad tóxica activa, mientras que cdtA y cdtC 

son las subunidades de unión a las células blanco;  cdtC  permite la liberación de 

la subunidad cdtB a las células (Smith  et al., 2006). La subunidad cdtB tiene 

actividad de DNAasa I y, una vez en el núcleo, daña al DNA y bloquea el ciclo 

celular de las células blanco en la fase G2 impidiéndoles la progresión a mitosis, lo 

que les provoca apoptosis (Henderson et al., 1998 y Li et al., 2011). 

Un factor más de virulencia de A. actinomycetemcomitans es el lipopolisacárido 

(LPS) que induce mediadores proinflamatorios, tales como IL-1β, -6,-8 y TNF. El 

LPS puede diseminarse por vía hematógena en las embarazadas e inducir 

apoptosis en los trofoblastos de la placenta (Li et al., 2011);  este efecto  está 

relacionado con el bajo peso de los bebés prematuros de madres que padecen 

periodontitis (Offenbacher et al., 1996 y Sánchez et al., 2004). 

A. actinomycetemcomitans forma biofilm mediado por quórum sensing via el 

autoinductor 2 (AI-2). Las funciones de AI-2 incluyen regular la expresión de 

factores de virulencia, captación de hierro, formación de biofilm y también el 

crecimiento planctónico de la bacteria en condiciones limitantes de hierro (Novak 

et al., 2010).   
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Adicionalmente, la proteína GroEL de A. actinomycetemcomitans purificada 

promueve la proliferación de células epiteliales de los ligamentos periodontales a 

concentraciones de 0.4-1 mg/mL. La proliferación apical aumentada en el epitelio 

de unión incrementa la profundización de las cavidades periodontales y por ello el 

área disponible para el crecimiento de la bacteria. Mayores concentraciones de 

GroEL (10 mg/mL) tienen efectos citotóxicos sobre las células epiteliales, de modo 

que según la abundancia de A. actinomycetemcomitans en distintos sitios de la 

cavidad oral, tanto la muerte celular como la proliferación bacteriana pueden ser 

consecuencia de GroEL            (Goulhen et al., 1998 y Goulhen et al., 2003). 

El distinto grado de patogenicidad de las cepas de A. actinomycetemcomitans 

presentes en la enfermedad periodontal y en sujetos sanos puede deberse a 

variaciones genéticas entre ellas, de modo que todas tengan un genoma "core” 

(genes compartidos por todas las cepas) y un grupo de genes accesorio (genes 

compartidos por algunas, pero no por todas las cepas) (Hacker et al., 2001). Entre 

los genes accesorios, aquellos organizados como islas genómicas podrían 

codificar nuevos determinantes de virulencia adquiridos por A. 

actinomycetemcomitans mediante transferencia genética horizontal. Por 

secuenciación del genoma completo de 14 cepas de A. actinomycetemcomitans 

geográfica y clínicamente diversas se encontró que el pangenoma de A. 

actinomycetemcomitans  está compuesto por 3,220 genes que codifican para 

proteínas, los cuales incluyen 1550 genes core y 1,670 genes accesorios y se 

identificaron 387 islas genómicas (23% de los genes accesorios) en los genomas 

de las 14 cepas (Kittichotirat et al., 2016).  
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De manera que, como puede advertirse, la investigación sobre A. 

actinomycetemcomitans es un campo de estudio muy activo. 

 

 
  

Figura 5. A) Tinción de Gram, C) Imagen de microscopia electrónica de barrido, D) 
Morfología colonial en agar sangre BHI, E) Colonias observadas en 
estereomicroscopio de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Li y Zhou, 2015). 
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1.7 Treponema denticola 
 
Treponema denticola es una bacteria pertenece al phylum  Spirochaetes (junto 

con T. pallidum, causante de la sífilis, entre otras) y que actualmente se considera, 

como todas las espiroquetas, ni Gram negativa ni Gram positiva, sino como un 

cluster distinto de ambas (Figura 6). Presenta  variaciones a nivel de la membrana 

externa de su pared, no presentan lipopolisacaridos (LPS),  carece de ácido-

desoxi-mano-octulosonico, heptosas y acido grasos; tiene una disposición flagelar 

2-4-2, presenta un movimiento espasmódico bastante rápido.  Este 

microorganismo se ha aislado con frecuencia de pacientes con periodontitis y se le 

encuentra asociado con P. gingivalis y T. forsythia (Kasuga et al., 2000 y Takeuchi 

et al., 2001); esta asociación es la que ha llevado a considerar a la periodontitis 

como una enfermedad polimicrobiana que es resultado del sobrecrecimiento de 

unas cuantas especies que forman parte de la microbiota oral normal (Holt et al., 

2005). Así, se ha reportado que la composición de la placa subgingival en 

pacientes con periodontitis contenía las bacterias del llamado "red complex": T. 

denticola, P. gingivalis y T. forsythia (50%) y a baja frecuencia P. gingivalis y T. 

forsythia (1-2%); es probable que T. forsythia colonice la placa subgingival antes 

que P. gingivalis y T. denticola (Byrne et al., 2009).  

T. denticola forma parte de un biofilm formado por muchas especies, llamada 

placa subgingival y habita los surcos periodontales profundos, que están 

protegidos de las fuerzas del flujo de la saliva y de la masticación (Kolenbrander et 

al., 2002). Se ha reportado que se localiza en la superficie de los biofilms 

bacterianos subgingivales, en la interfas entre éstos y el epitelio gingival (Zijnge et 
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al., 2010). Durante el crecimiento de T. denticola como biofilm se ha identificado 

un bacteriófago lisogénico funcional φtd1 que se ha sugerido  podría movilizar 

genes de virulencia por transducción (Mitchell et al., 2010). 

La movilidad y la quimiotaxis le permiten a T. denticola responder a estímulos 

ambientales detectados por proteínas de quimiotaxis aceptoras de metilos (MCPs, 

por methyl chemotaxis proteins) que atraviesan la membrana interna. Estas 

señales son transducidas vía las proteínas de quimiotaxis citosólicas CheA, Chew 

y CheY, que modulan la dirección de la rotación del motor flagelar.  La adaptación 

se consigue por la metilación/desmetilación de las MCPs por las proteínas CheR y 

CheB (Sim et al., 2005). La movilidad y la quimiotaxis le permitirían a esta bacteria 

colonizar rápidamente nuevos sitios, por lo que constituyen uno de sus principales 

factores de virulencia. 

 

  

Figura 6. a) Colonias en placas de agarosa al 0.8% (Chi et. al, 2002) y b) tinción 
de Gram de Treponema denticola (Lamont y Jenkinson, 2010). 
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1.8 Staphylococcus aureus  
 
Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva en forma de coco que se 

agrupa en racimos (Figura 7). Es un patógeno oportunista habitante de la 

microbiota de aproximadamente 30% de las personas (Wertheim et al., 2005) y es 

capaz de causar enfermedades desde leves hasta graves como neumonía o 

endocarditis (Tong et al., 2015). Los reportes de frecuencias de aislamiento de S. 

aureus de la cavidad oral varían entre 24% y 84% (Jackson et al., 1999 y Ohara-

Nemoto et al., 2008). Se ha sugerido que S. aureus puede tener un papel en la 

falla de implantes dentales (Kronstroöm et al., 2001, Rokadiya et al., 2008 y 

Siddiqi et al., 2014).  

Distintos factores genéticos tanto de la bacteria como del hospedero influyen 

sobre el desarrollo de las infecciones (Messina et al., 2016). Entre los factores 

genéticos de la bacteria destacan los genes de virulencia, como los que codifican 

para adhesinas (Josee et al., 2017)  y toxinas (Otto 2014)  y los que confieren 

resistencia a antibióticos (Hiramatsu et al., 2014). Adicionalmente, S. aureus 

puede adquirir genes por transferencia genética horizontal (conjugación, 

transducción, transformación) (Lindsay 2014 y Juhas 2015) la que puede verse 

favorecida por el crecimiento bacteriano como biofilm (Savage et al., 2013) y esto 

contribuye ampliamente a la diversidad de los genotipos de las cepas. Entre los 

factores genéticos del hospedero se ha documentado, sin que se conozcan las 

razones, que algunos grupos étnicos genéticamente distintos (afroamericanos, 

maorís de Nueva Zelanda, aborígenes australianos y aborígenes canadienses), 

así como los pacientes de algunas enfermedades genéticas raras (p. ej. síndrome 
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de hiper-IgE) son más susceptibles a la infección por S. aureus (Messina et al., 

2016). 

La placa bacteriana está formada por bacterias que se adhieren a los dientes 

formando una biopelícula que contiene muchas especies, entre las que se 

encuentran cepas multirresistentes a antibióticos de S. aureus (Kim et al., 2015).  

Esta bacteria produce varios factores de virulencia entre ellos las adhesinas de la 

familia MSCRAMMs (Microbial Surface Components Recognizing Adhesive  Matrix 

Molecules) componentes de la superficie microbiana que reconocen moléculas de 

matriz adhesiva. Estas adhesinas están codificadas por los genes fnbA y fnbB 

(fibronectin-binding protein A and B), spa (Staphylococcal protein A), clfA y clfB 

(clumping factor A and B), cna (collagen adhesion), bbp (sialoprotein-binding 

protein), ebpS (elastin-binding protein of Staphylococcus aureus), map/eap (extra-

cellular adhesion protein) y sdrC, sdrD and sdrE (serine aspartate repeat proteins 

C, D, y E) (Foster et al., 1998). Otros de sus factores de virulencia son las toxinas 

y el operón icaADBC que codifica para componentes del biofilm (Götz 2002).  

Entre las toxinas se encuentran las citotoxinas que provocan daños a las 

membranas de las células infectadas, en este grupo se encuentran las 

hemolisinas (alfa, beta, delta y gama) y la leucocidina de Panton-Valentine; las 

primeras causan poros sobre las plaquetas, los monocitos y los glóbulos rojos, 

también provocan destrucción tisular y  abscesos; las segundas lisan a los 

neutrófilos polimorfonucleares y monocitos (Omuse et al., 2013). Algunas cepas 

producen proteínas adicionales como la toxina 1 del síndrome del shock tóxico 

(TSST-1), las enterotoxinas estafilocócicas (A, B, C, D y F) estas se asocian a 

intoxicación alimentaria y las toxinas exfoliativas (ETA y ETB) responsables del 
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síndrome de la piel escaldada (Koosha et al., 2014). La formación de biopelícula 

por S. aureus cursa por dos etapas; la primera es la colonización, en la que se 

adhieren las bacterias a la superficie y la segunda es la multiplicación bacteriana, 

que conduce a  la formación de varias capas de éstas. La formación de la 

biopelícula de S. aureus depende del operón ica, formado por los genes icaA, 

icaD, icaB, ica C y por el gen icaR, que codifica al represor. La expresión del 

operón ica codifica para las enzimas que forman el polisacárido intercelular 

adhesivo, un polímero de N-acetilglucosamina (Götz 2002), que les permite a las 

bacterias adherirse a una superficie y unirse entre sí. 

Para formar biopelícula por expresión del operón ica, es necesaria la represión de 

agr (accesory gene regulator). agr codifica para un sistema de quórum sensing 

que se activa en la transición del crecimiento exponencial a la fase estacionaria, 

provocando que las células se desprendan del biofilm (Boles et al., 2008), lo que 

facilita la colonización de nuevos sitios. La molécula que activa el locus agr es el 

péptido autoinductor de ocho aminoácidos (Novick et al., 2008). El quórum sensing 

ocurre cuando las células de S. aureus en crecimiento producen AIP y lo secretan; 

cuando éste alcanza la concentración umbral (quórum sensing) se une al receptor 

AgrC e induce su fosforilación, el fosfato se transfiere a AgrA, el cual activa la 

transcripción a partir de los dos promotores de agr, lo que inicia una cascada 

regulatoria que va en contra de la expresión de una gran cantidad de factores de 

virulencia: como la reducción de la síntesis de las adhesinas MSCRAMMs 

(componentes de la superficie microbiana que reconocen moléculas de matriz 

adhesiva) y aumento de la producción de exotoxinas (Novick 2003). 
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Figura 7. a) Tinción de Gram (Taylor y Unakal, 2019)  y b) microscopia electrónica 
de barrido de Staphylococcus aureus (Arduino y Haney, 2000). 
 

1.8.1 Adhesinas de S. aureus 
 
Se han descrito dos proteínas de unión a fibronectina: FnBPA y FnBPB 

(fibronectin binding protein A y B). Éstas presentan un dominio amino terminal 

formado por los dominios N1, N2, y N3 que les permite unirse a la elastina y al 

extremo carboxilo terminal de la cadena γ del fibrinógeno; sin embargo, la FnBPA 

a diferencia de la B es indispensable para la internalización de las bacterias a la 

célula huésped y tiene una región con 11 repeticiones de aminoácidos secuencia 

que le permite la unión con la fibronectina adyacente al dominio amino terminal. 

FnBPB tiene una región con 10 repeticiones de aminoácidos que también le 

permiten unirse a la fibronectina (Pilka et al., 2006 y Piroth et al., 2008). 

La proteína Spa (staphylococcal protein A), otra de las adhesinas de S. aureus, se 

encuentra anclada a la pared celular por puentes cruza dos de pentaglicina y se 

distribuye a lo largo de la superficie bacteriana. Tiene la capacidad de unirse a la 

inmunoglobulina IgG inactivando su actividad opsonizante. Todas las cepas de S. 

aureus la poseen, está formada por cinco módulos homólogos (EABCD) en el 
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extremo amino terminal que forman 3 hélices α, que permiten la unión de la 

proteína a la región Fc de IgG. Cada módulo está formado por paquetes triples 

helicoidales separados individualmente que le permiten unirse a ligandos distintos. 

En esta misma región, en la superficie celular, se localiza la región Xr, formada por 

repeticiones de octapéptidos secuencias variables en número, y seguida ésta por 

una región constante Xc (Foster et al., 2014).  

Una adhesina más del S. aureus, es la proteína de unión a colágeno, Cna 

(collagen adhesin); que tiene una secuencia señal seguida por un dominio A de 55 

KDa dividida en los subdominios N1, N2 y N3. Los subdominios N1 y N2 contienen 

pliegues similares a IgG; también incluye un motivo LPXTG (Leu-Pro-any-Thr-Gly) 

y una cola citoplásmica rica en aminoácidos con carga positiva; el dominio A se 

une a la pared celular mediante repeticiones del dominio B, las cuales pueden 

variar de 1 a 4 en distintas cepas (Madani et al., 2017). La presencia de la 

adhesina Cna es suficiente y necesaria para que S. aureus se adhiera al cartílago 

in vitro, además le permite unirse a la proteína del complemento C1q y a la 

proteína laminina mediante los subdominios N1 y N2 (Valotteau et al., 2017). 

S. aureus tiene dos proteínas de unión a fibrinógeno, denominadas factor de 

agregación o clumping factor A y B: ClfA y ClfB.  Éstas presentan en su estructura 

una secuencia señal secretora amino terminal, un motivo LPXTG (Leu-Pro-any-

Thr-Gly) en el carboxilo terminal, esencial para la correcta localización de la 

proteína en la pared celular, un dominio hidrofóbico que abarca la pared y la 

membrana y una cola con carga positiva. Se caracterizan por la presencia de una 

región, conocida como región R, que consiste en una repetición de dipéptidos de 

serina y ácido aspártico (repeticiones SD). La región R conecta el dominio de 
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extensión de la pared celular a la región de unión a ligando única o región A; esta 

última se ubica en el extremo del N-terminal y se subdivide en los dominios N1, N2 

y N3. Donde también N2 y N3 forman pliegues similares a inmunoglobulina G que 

unen ligandos mediante el mecanismo DLL (anclaje-llave cerradura). Cabe 

mencionar que ClfA y ClfB pertenecen a una familia de proteínas más grande, las 

llamadas proteínas de repetición de serina-aspartato, Sdr, entre las que destacan 

SdrC, SdrD y SdrE, que también funcionan como adhesinas en S. aureus  (Foster 

et al., 2014). 

Una adhesina más de la familia MSCRAMMs es la proteína Bbp (sialoprotein 

binding protein), que se localiza en la superficie bacteriana y permite la adhesión 

al fibrinógeno de la matriz extracelular de las  células humanas, por lo que es un 

factor de virulencia importante (Zhang et al., 2015). 

Otra adhesina es la proteína EbpS (elastin binding protein of Staphylococcus 

aureus), una proteína integral de la membrana de S. aureus, que media la unión a 

la elastina, un componente abundante en los tejidos del hospedero que requieren 

elasticidad como la piel, los pulmones y los vasos sanguíneos mayores. El sitio de 

unión de Ebps en la elastina celular es accesible a la adhesina y esta interacción 

puede promover la colonización bacteriana y facilitar la patogénesis (Downer et al., 

2002). 

1.9 Resistencia  a los antibióticos de S. aureus 
 

La frecuencia de S. aureus en infecciones periodontales ha sido estudiada 

recientemente,  sin embargo, la detección y expresión de genes de virulencia in  

vivo o en modelos in vitro, asociados a la multirresistencia a los antibióticos en 
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cepas periodontales de S. aureus  ha sido poco estudiada. En las bacterias la 

resistencia a los antibióticos puede ser una característica que poseen de manera 

natural o adquirida (cuando las bacterias sensibles obtienen genes que codifican 

un mecanismo de resistencia). En el caso de la resistencia adquirida los genes se 

transportan por plásmidos  y transposones mediante los mecanismos de 

conjugación, transducción  y transformación. Los mecanismos fundamentales de 

resistencia que impiden al antibiótico ejercer su acción, son la inactivación del 

antibiótico por enzimas (la bacteria produce enzimas que inactivan el antibiótico, 

como ejemplo se encuentran las β-lactamasas), modificaciones bacterianas que 

impiden la llegada del antibiótico al punto diana (por ejemplo, puede ser que 

modifiquen su pared para impedir la entrada a ciertos antibióticos o que provoquen 

la salida del mismo para evitar su acumulación) y la alteración por parte de la 

bacteria de su punto blanco (impide o dificulta la acción del antibiótico). Cabe 

mencionar que una bacteria puede desarrollar varios mecanismos de resistencia 

frente a uno o más antibióticos y éstos a su vez pueden ser inactivados por 

distintas vías de defensa bacteriana (Tabla 1) (MacGowan & Macnaughton, 2017; 

Haaber, Penadés & Ingmer,  2017).  

S. aureus tiene la capacidad de expresar una gran variedad de genes que 

codifican para factores de virulencia y/o resistencia a múltiples agentes 

antimicrobianos, estos genes se pueden encontrar en los MGEs (mobile genetic 

elements) como son las secuencias de inserción, fagos, plásmidos, transposones, 

islas de patogenicidad y el Staphylococcal Cassette Chromosome (SCC) 

(Malachowa y DeLeo, 2010); en este último, se incluye al SCCmec, que tiene los 

genes mec, que codifican a las proteínas que confieren la resistencia a la 
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meticilina y a muchos antibióticos β-lactámicos (Ito et al., 2003) . La meticilina es 

un antibiótico semisintético que se obtiene por desaminación de la penicilina. Este 

fenotipo de resistencia a meticilina se le denomina Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) y causa un gran problema para tratar infecciones 

causadas por  S. aureus. En la actualidad se conocen dos tipos de cepas MRSA 

asociadas a humanos, el MRSA asociado a los hospitales (HA-MRSA, del inglés 

Hospital-Associated MRSA), que es el fenotipo más común y el MRSA asociado a 

la comunidad (CA-MRSA, del inglés Community-Associated MRSA) (Lindsay, 

2010).       

Tabla 1. Principales antibióticos a los que ha presentado resistencia cepas de S. 
aureus (modificado de Bustos-Martínez et al., 2006). 

Antibióticos Mecanismo de acción Resistencia bacteriana 

Penicilinas 

 

β-lactámicos 

 

Glucopéptidos 

Inhibición de la síntesis 
de la pared celular 

Hidrólisis enzimática del 
Anillo  β-láctamico 

 
 

Mutación de las PBPs 
 
 

Síntesis de un di péptido que 
reduce la afinidad de la 

vancomicina 

Aminoglucósidos 

 

Macrólidos 

 

Tetraciclinas 

Inhibición de la síntesis 
de proteínas 

 
Mutación del sitio de unión en el 

ribosoma sub U 30S 
 
 

M etilación  del  rRN A 23S 
Bomba de expulsión 

Modificación por acetilación 
 
 

Bombas de expulsión 
Mutación ribosomal de la Sub U 

30S 
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Quinolonas 

 
Inhibidores de 

síntesis de Folato 

Inhibición de la síntesis  
de ácidos nucleicos 

 
Mutación en la subunidad A 
de la girasa y topoisomerasa 

IV 
 
 

Afinidad reducida de la 
DHFR (dihidrofolato reductasa) 

 
 

Sobreproducción de PABA 
ácido p-aminobenzoico 

 

 

1.10 Tipificación  de S. aureus  
 

Actualmente existen varios métodos moleculares para tipificar cepas de S. aureus,  

siendo  la secuenciación de la región Xr  hipervariable de la proteína A del gen spa 

el que proporciona un esquema de tipificación de secuencia de un solo locus, este 

se caracteriza por ser un método  rápido, reproducible y de bajo costo, además de 

contar con una nomenclatura bien establecida y con bases de datos públicos 

depositados en Internet Ridom SpaServer (spa.ridom.de) (Paniagua-Contreras et 

al., 2014b).  Esta base de datos   contiene los tipos de spa conocidos hasta ahora 

(17,883), sus frecuencias, y los países de origen de cada uno. 
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2. ANTECEDENTES 

 
• En 2015 Kim y Lee  realizaron un estudio para obtener  patrones de resistencia a 

antibióticos y genes de virulencia en muestras de Staphylococcus aureus  aisladas 

de pacientes con periodontitis. Obtuvieron saliva de 112 pacientes con 

periodontitis, en Seúl y Cheonan. Sus resultados mostraron que S. aureus fue 

aislado de  41 (36.6%) muestras de saliva, de las cuales  el 88% fue  resistente 

tanto a la ampicilina como a la penicilina y el 2% a la oxacilina. Se detectaron 

enterotoxinas en el 83% (n=34) de las cepas de S. aureus. El gen de hemolisina 

celular hld se detectó en el 100% (n=41) de las cepas y el de hla en el 98% (n=40). 

Todas las cepas resistentes y  a la penicilina y la ampicilina fueron portadoras del 

gen blaZ. El gen aph (3') IIIa, que codifica una enzima modificadora de 

aminoglucósidos, se detectó en el 46% (n=19) de las cepas. Estos autores 

concluyeron que es necesario estudiar los patrones de resistencia a los 

antibióticos en las cepas de S. aureus,   y la infección cruzada en los pacientes de  

las especialidades periodontológicas.  

• Koukos y colaboradores en 2015 evaluaron la prevalencia de Staphylococcus 

aureus y cepas MRSA en muestras de placa y lengua de sujetos sistémicamente 

sanos con salud periodontal, otros con gingivitis o con periodontitis crónica. La 

prevalencia de S. aureus y MRSA se examinó por la PCR punto final.  Los 

resultados mostraron que S. aureus se detectó en el 18% de todos los 

participantes (sanos, gingivitis y periodontitis). Estos investigadores concluyen que 

S. aureus debe considerarse un miembro de la microbiota transitoria y que  la 

cavidad oral es un hábitat inusual de cepas MRSA.  

• Colombo y colaboradores en el 2016 investigaron sobre la  diversidad ecológica 

del microambiente periodontal que puede proporcionar condiciones adecuadas 
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para la colonización de especies que generalmente no se consideran miembros de 

la microbiota oral. En este trabajo determinaron la prevalencia y los niveles de 

especies patógenas de relevancia médica en la microbiota de individuos con 

distintos estados clínicos de la  enfermedad periodontal. Para la investigación 

obtuvieron  la biopelícula subgingival  de pacientes con salud periodontal           

(SP, n = 81), gingivitis (G, n = 55), periodontitis agresiva generalizada            

(PAG, n = 36) o periodontitis crónica (PC, n= 98), y se analizaron 39 taxones 

microbianos usando la técnica de hibridación DNA-DNA. Algunas de las especies 

encontradas fueron Saphenum, Clostridium difficile y Olsenella uli en alta 

prevalencia en la microbiota subgingival de la población de estudio. Las especies 

que se relacionaron con la inflamación periodontal y la destrucción del tejido 

fueron  Enterobacterias, C. albicans, Neisseria spp., P. aeruginosa, O. uli, Hafnia 

alvei, Serratia marcescens y Filifactor alocis. Mientras que las especies de 

Fusobacterium necrophorum, Lactobacillus acidophilus, Staphylococcus aureus y 

Streptococcus pneumoniae se asociaron con la salud periodontal. Los 

investigadores concluyen que las especies patógenas de  importancia médica 

pueden detectarse en una  alta prevalencia  en la microbiota periodontal y que 

Independientemente del papel en la salud o enfermedad periodontal, la biopelícula 

periodontal puede ser una fuente de diseminación y desarrollo de infecciones 

sistémicas por estos microorganismos patógenos. 

• Passariello y colaboradores en el 2017  investigaron  algunos  patrones  

microbianos asociados a la  coinfección por diferentes virus del herpes y con la 

progresión de la  periodontitis agresiva generalizada (PAG).  En este trabajo 

obtuvieron 165 muestras microbiológicas de  sujetos afectados por PAG y fueron 

analizadas para 40 especies bacterianas por la técnica de hibridación ADN-ADN y 

para el herpes simplex 1 (HSV-1), citomegalovirus humano (CMV) y virus de la 
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barra de Epstein (EBV) por la PCR. Los análisis que realizaron evidenciaron varias 

asociaciones de virus / bacterias: a) EBV con Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans; b) CMV con A. actinomycetemcomitans, Veillonella 

parvula, Parvimonas micra y Fusobacterium nucleatum subsp.; c) HSV-1 con 

Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Fusobacterium periodonticum y 

Staphylococcus aureus. Los investigadores sugieren con los datos microbiológicos 

que  los virus del herpes probablemente no sean simples espectadores de 

progresión de la enfermedad y que los patrones específicos de la placa 

subgingival se correlacionan con la presencia de diferentes herpesvirus. Con 

respecto al posible papel de S. aureus  previamente demostraron que los aislados 

subgingivales de PAG se caracterizan por tener un rico arsenal de factores 

virulencia y de patogenicidad en comparación con aislamientos supragingivales. 

• McCormack y colaboradores en el 2015 indicaron que el papel de Staphylococcus 

aureus intraoral en las enfermedades bucales y como fuente de infección cruzada 

es polémico. Ellos realizaron un  análisis  de 10 años (1998-2007) de aislamientos 

de S. aureus de muestras clínicas orales y periorales del Laboratorio de 

Microbiología Oral, Glasgow Dental Hospital de Gran Bretaña.  Encontraron que 

de las 11, 312 muestras que fueron enviadas al laboratorio durante el período de 

estudio, 1,986 correspondieron a cepas de S. aureus (18%). De estas, 1,782 

(90%) eran S. aureus Sensibles a la Meticilina (MSSA) y 204 (10%) eran S. aureus 

Resistentes a Meticilina (MRSA). Estos resultados sugieren que S. aureus se aísla 

frecuentemente en la cavidad oral y la región perioral y que la cavidad oral debe 

considerarse una fuente donde se encuentra S. aureus en términos de infección 

cruzada y diseminación a otros sitios del cuerpo. El papel de S. aureus en la 

patogénesis de ciertas enfermedades orales debería también ser considerada 

como parte de un diagnóstico diferencial. 
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3. HIPÓTESIS 
 

Las cepas de S. aureus asociadas a infecciones periodontales poseen y expresan 

los genes de adhesión fnbA, fnbB, spa, clfA, clfB, cna, bbp, ebpS, map/eap, sdrC, 

sdrD, y sdrE. 

4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

  
Caracterizar los patrones de expresión de genes de adhesión en un grupo de 

cepas de Staphylococcus  aureus aisladas de infecciones periodontales. 

 

4.2 Objetivos particulares 
 

I. Identificar por la PCR los principales genes de adhesión en un grupo de S. 

aureus aislados de infecciones periodontales. 

 

II. Mostrar la susceptibilidad y/o resistencia a los antibióticos  en cada una de 

las cepas de S. aureus por la técnica de Kirby Bauer.  

 
III. Determinar la expresión de los genes de adhesión de las cepas de S. 

aureus por  la PCR en tiempo real en cultivos de células  humanas 

infectadas. 

 

IV. Cuantificar la biopelícula formada por las cepas de S. aureus in vitro. 

 
V.  Tipificar las cepas de S. aureus determinando la secuencia de nucleótidos 

de la región Xr del gen spa. 
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5. METODOLOGÍA 

5.1 Origen de las muestras 
 
Las muestras se obtuvieron de un total de 268 pacientes que presentaban 

periodontitis avanzada, moderada o gingivitis. Los pacientes fueron de la clínica de 

Endoperiodontología de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, Universidad 

Nacional Autónoma de México y de una clínica dental de Tlahuac, Ciudad de 

México.  El período de estudio fue de enero a diciembre de 2016. Este estudio se 

llevó a cabo con la aprobación de la Comisión de Ética y Bioseguridad FES 

Iztacala de la UNAM; número de aprobación 00012, marzo 18 del 2016 y con la 

firma de consentimiento informado de cada paciente. 

Los pacientes que fumaban o recibieron tratamiento con antibióticos para la 

periodontitis en los últimos seis meses se excluyeron de este estudio. En este 

estudio se incluyeron  pacientes con gingivitis que no tenían bolsa periodontales o 

con  bolsas con  profundidad menor a 3 mm, y a pacientes con periodontitis 

moderada o avanzada que tenían la bolsa periodontal mayor a 4 mm y con la 

pérdida de la inserción dental de 5 mm.  

El personal de la clínica nos apoyó con la toma de las  muestras, estas se tomaron 

con un hisopo estéril de las bolsas periodontales de más de cuatro mm de 

profundidad y también de la encía de los pacientes con gingivitis o de la bolsa con 

profundidad menor a 3 mm e inmediatamente se colocaron  en caldo BHI (infusión 

cerebro corazón) (Bioxon®, México) y se incubaron a 37°C en condiciones 

aerobias por 24 h. Transcurrido este tiempo se sembraron en medios: Agar 

sangre, Sabouraud, S-110 (Staphylococcus Agar No. 110) y Eosina azul de 
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metileno (EMB) y se incubaron a 37°C por 24 h. Para la identificación de S. aureus 

se seleccionó una colonia con la morfología  de esta especie (colonias pequeñas, 

blanquecinas, de forma circular, bordes redondeados, superficie lisa y convexa, 

algunas cepas producen un pigmento carotenoide que les da un color dorado) y se 

realizó Tinción de Gram; posteriormente se realizaron las pruebas  bioquímicas: 

fermentación del manitol y coagulasa para las cuales son positiva en S. aureus. 

Las cepas identificadas de S. aureus se guardaron en caldo BHI con glicerol a 

4°C. 

También  se seleccionó un grupo de  100 personas clínicamente sanas de 

acuerdo a la Especilalista  en Endoperiodontología Laura Ibeth Arredondo 

Velázquez y se le tomaron muestras  siguiendo la metodología ya descrita en el 

párrafo anterior. 

5.2 Extracción del DNA genómico 
 
La extracción del DNA genómico de las cepas de S. aureus se hizo con el método 

de ebullición que a continuación se describe. Posterior  a obtener el crecimiento 

óptimo bacteriano a 37°C por 24 h en agar S-110 (Staphylococcus Agar No. 110, 

Bioxon® México) se tomó una colonia de cada cepa con un asa de siembra estéril 

y se depositó en un tubo con tapón de rosca de 16 x 150 mm estéril que contenía 

2 mL de agua desionizada estéril UltrapureTM; el inóculo se mezcló vigorosamente 

con un Apollo Vortex Mixer®por 30 s y se llevó a ebullición durante 20 min, 

posteriormente los tubos se colocan en hielo (0°C) por 20 min. Un volumen de   

1.5 mL fue depositado en un microtubo y se centrifugó en una microcentrífuga 

Microfuge Beckman Coulter TM  durante 15 min; transcurrido el tiempo se desechó 
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la pastilla y se recuperó el sobrenadante, que contenía el DNA, en un microtubo 

de 1.5 mL estéril y se almacenó a -20°C para su posterior uso en la reacción de  la 

PCR. 

5.3 Identificación de S. aureus por los genes cromosómicos RNAr23S, coa y 
nuc por la PCR  convecional  
 
Las cepas de S. aureus se identificaron por la detección de los marcadores 

cromosómicos 23S rRNA, coa y nuc.  Los oligonucleótidos (Tabla 2) y las 

condiciones de la PCR (Tabla 3) para amplificar los genes fueron descritos por 

Nashev et al., (2004). Para realizar la amplificación por PCR se utilizó la mezcla 

Kapa Taq Ready MixTM 2X (Kapa BiosystemsTM) que contiene DNA polimerasa 

(0.5 u/µL), buffer de reacción con Mg2+ y 0.4 mM de (dNTPs) desoxinucleósidos 

trifosfatos como sustrato. Para llevar a cabo una reacción con un volumen total de 

20 µL se mezclaron los siguientes componentes: 10 µL de Kapa Taq Ready MixTM, 

1 µL (10 pmol) de cada oligonucleótido (integrated DNA technologiesTM) 5 µL de 

agua estéril libre de nucleasas y 3 µL (20 ng) de DNA genómico. La amplificación 

del ADN se realizó en un termociclador marca BIO-RAD T100® modelo CGI-96. 

Como control positivo se utilizó el DNA génomico de la cepa de S. aureus ATCC 

33592.  
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Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados para la identificación de S. aureus mediante la 
amplificación de los genes 23S rRNA, coa, nuc y Spa X. 
 

 
 
 
Tabla 3.  Condiciones de la PCR utilizadas para la identificación de los genes 
cromosómicos. 

 
D1: Desnaturalización 1: C: Ciclos; D2: Desnaturalización 2; A: Alineamiento; E1: 
Extensión 1; E2: Extensión 2. 
 
 

5.4 Identificación de los genes codificados para adhesinas por la  PCR 
convencional 
 
Los oligonucleótidos (Tabla 4) y las condiciones de la PCR (Tabla 5) para 

amplificar los genes fueron descritos por Nashev et al., (2004) y Campbell et al., 

(2008). Para realizar la amplificación por la PCR se utilizó la metodología antes 

descrita. Como control positivo se utilizó la cepa de S. aureus  ATCC 33592. 
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Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados para la identificación de los 11 genes de 
adhesinas de S. aureus. 

 
 
 
Tabla 5. Condiciones de la PCR utilizadas para la identificación de los genes de 
las adhesinas de S aureus.  

 
D1: Desnaturalización 1: C: Ciclos; D2: Desnaturalización 2; A: Alineamiento; E1: 
Extensión 1; E2: Extensión 2. 
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5.5 Análisis de las muestras amplificadas por la PCR mediante 
electroforesis 
 
Ya que se obtuvo la amplificación del ADN de los genes cromosómicos y los 

genes de las adhesinas, se ocuparon 3 µL de cada producto de la amplificación 

por la PCR (amplicones) para hacer el análisis por electroforesis en geles de 

agarosa al 2% teñidos con el colorante Midori Green (0.7%) (Nipon Genetics, 

Europe Gmph). La electroforesis se realizó a 120 V y 94 mA durante 90 min. Los 

geles de agarosa fueron fotografiados bajo luz UV utilizando el sistema de 

fotodocumentación GEL LOGIC 100TM KODAK (Paniagua et al., 2007). 

5.6 Detección del gen mecA en S. aureus 
 
Se  llevó a cabo la detección  del gen que confiere la resistencia a la meticilina 

(mecA) en las cepas de S. aureus por la PCR punto final de acuerdo a lo descrito 

por Martín y colaboradores en el 2004 (Tabla 6). Para realizar la amplificación por 

la PCR se utilizó la metodología antes descrita. Las condiciones para la  

amplificación fueron: desnaturalización inicial a 94°C por 5 min, seguido de 10 

ciclos (desnaturalización a 94°C por 30 s, alineación a 66°C por 45 s y extensión a 

72°C por 1 min); posteriormente 5 ciclos (desnaturalización a 94°C por 45 s, 

alineación a 64°C por 45 s y extensión a 72°C por 1 min) y 25 ciclos 

(desnaturalización a 94°C por 45 s, alineación a 50°C por 45 s y extensión a 72°C 

por 1 min). Se realizó una extensión a 72°C por 10 min y un enfriamiento a 4°C. 

Se utilizó como cepa control el DNA genómico de S. aureus ATCC 33592 mecA+ y 

como control negativo la cepa S. aureus ATCC 25923 mecA-. La amplificación del 

DNA se realizó en un termociclador marca BIO-RAD T100® modelo CGI-96.  
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Tabla 6. Oligonucleótidos utilizados para realizar la amplificación del gen mecA en 
cepas de S. aureus. 
 

 
 

5.7 Susceptibilidad a los antibióticos por el método de Kirby Bauer 
 
Para mostrar la susceptibilidad y/o resistencia a los antibióticos  en cada una de 

las cepas de S. aureus se realizó la técnica de Kirby Bauer. Se tomó con un 

hisopo estéril 5 colonias de cada cepa crecidas en agar Mueller Hinton (MH) y se 

inocularon sobre toda la superficie del agar MH; con una pinza estéril se tomó un 

anillo  con  los  12  sensidisco que están impregnados del antibiótico (BIO-RAD) 

(Tabla 7) y se colocó sobre el agar MH; el antimicrobiano se difundió formando un 

gradiente de concentración, que inhibió o permitió el crecimiento de la bacteria en 

un tiempo de 24 h a 37°C. Dependiendo del  diámetro del halo de inhibición (el 

cual se midió con un vernier) las cepas se clasificaron como susceptibles (S) o 

resistentes (R), conforme a las recomendaciones del fabricante respecto a los 

puntos de corte (tabla 7). 
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Tabla 7. Antibióticos utilizados contra las cepas de S. aureus. 

.  

 

5.8 Secuenciación del gen spa región X por PCR convencional 
 
Para obtener la secuenciación del gen spa región X se realizó primero la 

amplificación por la PCR de punto final de cada una de las cepas utilizando la 

mezcla Kapa Taq Ready MixTM 2X (Kapa BiosystemsTM) que contiene DNA 

polimerasa (0.5 u/µL), buffer de reacción con Mg2+ y 0.4 mM de dNTPs 

(desoxinucleósidos trifosfatos) como sustrato. Se realizaron las reacciones en un 

volumen total de 40 µL, se  mezclaron los siguientes componentes: 25 µL de Kapa 

Taq Ready MixTM, 2 µL (10 pmol) de cada oligonucleótido (integrated DNA 

technologiesTM) 5µL de agua estéril libre de nucleasas y 6 µL (20ng) de DNA 

R= resistencia y S= sensible 
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genómico. La amplificación del ADN se realizó en un termociclador marca BIO-

RAD T100® modelo CGI-96. Para checar la amplificación de los amplicones se 

realizó una electroforesis en geles de agarosa al 2% teñidos con el colorante 

Midori Green (0.7%) (Nipon Genetics, Europe Gmph). La electroforesis se realizó 

a 120 V y 94 mA durante 90 minutos. Los geles de agarosa fueron fotografiados 

bajo luz UV utilizando un fotodocumentador GEL LOGIC 100TM KODAK® 

(Paniagua et al., 2007). Una vez confirmado se colocaron 20 µL de cada reacción 

de cada cepa en un microtubo de 1.5 mL estéril, en otro microtubo se colocaron   

20 µL de oligonucleótidos del gen spaX y se almacenaron a -20°C. Las muestras 

se enviaron al laboratorio de secuenciación del Instituto de Biología de la UNAM. 

5.9 Detección de la biopelícula en las cepas de S. aureus utilizando Agar 
Rojo Congo (ARC) 
 

La detección de la formación de la biopelícula se realizó por el método descrito por 

Freeman et al., (1989) que se basa en que los polisacáridos extracelulares se 

combinan específicamente con el colorante Rojo Congo. Las cepas de S. aureus 

se sembraron en placas de Agar Rojo Congo (ARC) [36 g de sacarosa (SIGMA); 

0.8 g de Rojo Congo en un litro de agar de infusión cerebro corazón (BHI)] y se 

incubaron a 37°C por 24 h. Al término los resultados fueron interpretados de la 

siguiente manera: colonias negras o grises obscuras con una consistencia áspera, 

seca y cristalina sobre ARC, se clasificaron como cepas productoras de 

biopelícula mientras que las colonias muy rojas o rosas, fueron clasificadas como 

no productoras de biopelícula Freeman et al., (1989). Como control positivo se 
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utilizó la cepa S. epidermidis ATCC 35984 y como control negativo la cepa de S. 

epidermidis ATCC 12228.  

 

5.10 Cuantificación de la formación de la biopelícula en las cepas de S. 
aureus  utilizando el método de cristal violeta 
 
Se realizó la cuantificación de la formación de la biopelícula en placas de 

microtitulación, de poliestireno estériles con 96 pozos (Sarsted, Barcelona, 

España) a cada pozo se les colocó 180 µL de medio BHI y 20 µL de inóculo de S. 

aureus (A630nm=1). Los ensayos se realizaron por triplicado. Como control negativo 

se utilizó caldo BHI sin inocular y como control positivo S. epidermidis ATCC 

35984 (Cramton et al., 1999). Las placas fueron incubadas a 37°C por 24 h. Los 

contenidos de cada pozo se aspiraron y las células que quedaron pegadas fueron 

fijadas  con 200 µL de metanol por 15 min. Después, las placas se secaron a 

temperatura ambiente expuestas al aire libre, posteriormente, cada pozo fue 

teñido con 150 µL de cristal violeta Hucker´s al 1% por 5 minutos. El exceso de 

tinción se eliminó mediante lavados con agua corriente. El colorante retenido por 

las bacterias adheridas fue recuperado con 150 µL de ácido acético glacial al 33% 

(v/v). Las placas se colocaron en un lector de placas ELISA y se leyó su densidad 

óptica a 630 nm (Microplate Reader model 680; BioRad Laboratories Inc., 

Hercules, CA, USA). A los resultados se les restó el valor del blanco (ácido acético 

al 30%) y  se les multiplicó por la dilución (Fredheim et al., 2009). De acuerdo al 

valor de la cepa  S. epidermidis ATCC 35984 formadora de biopelícula (2.0) se 

estableció el  valor de la DO y  se definió como la desviación estándar por la 
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dilución, por tanto las cepas se clasificaron como sigue: formadoras de biopelícula 

1x DO, formadoras moderada de biopelícula 2x DO y 3x DO formadoras fuerte de 

biopelícula. 

5.11 Infección del cultivo celular A549 con S. aureus: Preparación del 
inóculo bacteriano e inoculación 
 
Schaller et al., en el 2003 describió previamente el método de inoculación. Una 

colonia pura de cada cepa de S. aureus se sembró en tubos con 2 mL de caldo 

BHI (Bioxon®, México) y se incubaron por 24 h a 37°C en agitación constante. 

Después se realizaron diluciones 1:5 de los cultivos en caldo estéril de BHI hasta 

alcanzar una absorbancia de 0.4 a 600 nm, lo que correspondió a una 

concentración de 1x109 células/mL. 

Las células epiteliales de pulmón, de la línea A549, fueron adquiridas de American 

Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) las cuales fueron cultivadas con 

medio F12k suplementado con 10% de SFB incubadas a una atmósfera de 95% 

de humedad relativa a una temperatura de 37°C y 5% de CO2. Una vez alcanzado 

el 80% de confluencia las células epiteliales de pulmón fueron despegadas con 

tripsina-EDTA (In Vitro S.A., Cat. No. EN-008, México) y resembradas en placas 

de 12 pozos con una densidad celular de 200,000 células por pozo. Para inducir la 

expresión de las adhesinas en las cepas de S. aureus se depositó un inóculo de 

50 µL (1x109) del cultivo bacteriano en la superficie del cultivo celular. 
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5. 12 Cosecha de S. aureus de la superficie del cultivo de la línea celular 
A549 
 
Las bacterias se recolectaron de la superficie del cultivo de la línea celular 

tomando 300 µL de cada pozo y colocándolos en microtubos con 500 µL de PBS 

(phosphate buffer saline, solución 1 M Na2HPO4 12H2O, 1 M NaH2PO4 H2O): Las 

bacterias  fueron  homogeneizadas  y lavadas mediante agitación suave en un 

vortex y al término se prepararon suspensiones bacterianas con 1x109 células/mL. 

Una suspensión con una concentración bacteriana de 1x109 células/mL de S. 

aureus correspondió  a una DO de 0.4 a   600 nm. Los microtubos se centrifugaron 

a 8,000 rpm durante 2 min; el sobrenadante se decantó conservando la pastilla 

para la extracción de RNA (Green et al., 2004)  

5.13 Extracción del RNA de las cepas de S. aureus 
 
Para llevar a cabo la extracción total de RNA se utilizó el estuche comercial MiniKit 

RNeasy (Qiagen Hilden, Germany) y el equipo robotizado QIAcube (Figura 2). A 

continuación se describen los pasos para utilizar el equipo QIAcube:  

Las pastillas bacterianas que se obtuvieron de la infección celular fueron 

colocadas en la placa de agitación del equipo (Figura 8). Posteriormente en la 

posición “A” de la sección correspondiente al amortiguador de lisis se colocó el 

amortiguadpr TE (solución preparada a pH 8.0 con 10 mM Tris-Cl, 1 mM de EDTA 

y 1 mg/mL de lizosima). En la sección de reactivos del QIAcube se colocaron cada 

uno de los buffers del estuche RNeasy RLT (amortiguador de pH de lisis con 

isotiocianato de guanidina), RW1  (cloruro de guanidina y etanol) y RPE 

(amortiguador de pH de etanol), además del etanol al 95%. El contenedor del 
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equipo fue suministrado con puntas de 1mL. Posteriormente en el carrusel 

(centrifuga) del QIAcube  se colocaron tubos de columna y de elución. Se realizó 

la programación del QIAcube  para la extracción del RNA con lisis celular 

siguiendo el protocolo del fabricante (RNeasy Protect Bacteria® Qiagen, Hilden, 

Germany) y se inició la corrida.  

El primer paso que realizó el equipo robotizado QIAcube fue la lisis enzimática, 

para lo cual agregó 100 µL de amortiguador TE (1 mg/mL de lizosima)  a cada 

tubo con la pastilla celular bacteriana cosechada después de la infección de la 

línea celular A549. Los tubos fueron incubados  en agitación a 25°C por 5 min.  

Para inactivar las RNAsas y favorecer la unión del RNA a la membrana de sílica 

de los tubos de columna utilizada en el QIAcube, se adicionaron 350 µL de 

amortiguador RLT (amortiguador de pH de lisis con isotiocianato de guanidina con 

100 µL/mL de β-mercaptoetanol). Posteriormente  el equipo adicionó 350 µL de 

etanol al 95% para homogeneizar el lisado, mezcló suavemente los tubos y 

transfirió 700 µL de la mezcla a la columna contenida en un tubo de 2 mL. Los  

tubos fueron centrifugados durante 15 segundos y el líquido de flujo fue 

desechado. Se adicionaron 700 µL del buffer de lavado RW1 (Cloruro de 

guanidina y etanol) a la columna para la eliminación de las biomoléculas no 

deseadas y centrifugó  durante 15 segundos, nuevamente se desechó el líquido. 

Al término el QIAcube adicionó 500 µL de amortiguador RPE (amortiguador de pH 

de lavado con 4 volúmenes de etanol al 96%) a la columna para eliminar los 

rastros de sales que se acumulan debido a los amortiguadores utilizados durante 

la corrida, el equipo centrifugó  durante 15 s para lavar la membrana y el líquido de 

flujo se eliminó. Se adicionaron otros 500 µL de amortiguador RPE a la columna y 
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se centrifugó  durante 2 min para lavar la membrana, remover residuos de sales y 

desechar el líquido de flujo. Al término el equipo depositó la columna en un tubo 

colector nuevo de 2 mL y centrifugó a  durante 1 min. Por último el equipo adicionó 

30 µl de agua libre de RNAsas directamente sobre la membrana de la columna y 

centrifugó por 1 min para obtener el RNA. La concentración y pureza del RNA se 

midió utilizando el espectrofotómetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). El RNA 

es muy inestable, por lo que inmediatamente se realizó la reversotranscripción a 

cDNA (DNA complementario). 

 
Figura 8. Interior del equipo QIAcube. A. Placa de agitación, B. Pozo para buffer 
de lisis, C. Posición para reactivos MiniKit RNeasy, D. Contenedor de puntas, E. 
Brazo robótico, F. Carrusel (centrífuga). 
 
5.14 Transcripción reversa o síntesis del cDNA 
 
Para llevar a cabo el proceso de la transcripción reversa de RNA a cDNA se utilizó 

el kit comercial QuantiTec Reverse Transcription (Qiagen®) siguiendo las 
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instrucciones del fabricante. Primero se eliminó el DNA genómico, para lo cual se 

realizó una reacción por muestra en microtubos con un volumen final de 14 µL con 

los siguientes reactivos: 2 µL de gDNA Wipeout buffer7x®, 7 µL de H2O libre de 

RNAsas y 5 µL de RNA molde (200 ng/µL). Esta reacción se incubó a 42°C 

durante 2 min y de inmediato se colocó en hielo. Posteriormente se preparó la 

mezcla de reacción para la transcripción reversa. En un microtubo se agregaron 

los reactivos correspondientes para realizar la síntesis de la primera cadena de 

cDNA: 1 µL de Quantiscript Reverse Transcriptasa® (Qiagen), 4 µL de 

Quantiscript RT buffer 5x®, 1 µL de RT Primer mix® y 14 µL de la reacción 

anterior (1ng de RNA molde) para un volumen final de reacción de 20 µL. Los 

tubos se incubaron a 42°C por 15 min posteriormente se incubaron en un 

termoblock a 95°C durante 3 min para inactivar la transcriptasa reversa. La 

concentración total del cDNA se midió en un espectrofotómetro Nanodrop 2000 

(Thermo Scientific). El cDNA obtenido se almacenó a -20°C. 

 

5.15 Expresión de los marcadores de virulencia por la PCR en tiempo real  
 
Para obtener la expresión de los diferentes genes de virulencia se utilizó el equipo 

de la PCR en tiempo real Corbette® (Rotor Gene). El volumen final por mezcla de  

reacción fue de 25 µL: 12.5 µL del estuche de  PCR Rotor-Gene SYBR Green® 

(QIAGEN), 1 µL del oligonucleótido forward (10 pmol), 1 µL del oligonucleótido 

reverse (10 pmol; Tablas 1, 3 y 4), 9.5 µL de agua libre de nucleasas  y 1 µL de 

cDNA templado (500 ng/µL). Las condiciones de amplificación fueron: un ciclo de 

activación de la HotStart Taq Plus ADN polimerasa a 95°C durante 5 min y 40 
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ciclos de desnaturalización a 95°C por 5 s, y la combinación de alineación 

/extensión a 60 °C por 10 s. 

En cada uno de los ensayos de la PCR en Tiempo Real se utilizó el gen 23S rRNA 

como House Keeping (gen constitutivo). También se incluyó una curva de 

calibración del control positivo (cDNA de cepas portadoras del gen a analizar) y 

dos NTC (no control templado) como controles negativos. La curva de calibración 

se preparó de la siguiente manera: a partir del control positivo (portador de un gen 

en particular con concentración de 2000 ng/ µL) se realizó una primera dilución 

con agua libre de DNAsas y RNAsas UltrapureTM (invitrogen) 1:2 (1000 ng/µL), a 

partir de esta dilución se hizo una segunda dilución 1:2 (500 ng/µL) y de ésta 

dilución se realizó una última dilución 1:2 (250 ng/µL). 

A partir de la curva de calibración,  el equipo de la PCR en tiempo Real  determinó 

el número de copias del cDNA basado en el número de ciclos que ocurrieron para 

que la señal alcanzará el nivel de fluorescencia denominado ciclo umbral o Ct por 

sus siglas en inglés (threshold cycle),  el cual interceptó la curva en la fase 

exponencial  y fue determinado automáticamente por el software del equipo. Para 

cada Ct de las muestras y con base en las curvas de calibración, al final el 

software generó el número de copias obtenidas en la PCR en tiempo real. La 

curva de disociación (melting curve) se realizó en cada corrida de la PCR en 

tiempo real.   
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6. RESULTADOS 

6.1 Pacientes con enfermedad periodontal  
 
Se analizaron muestras de 268 pacientes con enfermedad periodontal que 

acudieron al servicio de especialidad de la Clínica de Endoperiodontología de la 

FES Iztacala y de la clínica de Tlahuac, Ciudad de México. El 57% (n=152) fueron 

mujeres y el 43% (n=116) restante fueron hombres (Figura 9). 

 
Figura 9. Distribución de pacientes con enfermedad periodontal 

 
 

 

El intervalo de edad de 51 a 60 años con 24.3 % (61) fue el mayor de los 

pacientes con periodontitis, seguido de 41 a 50 años con  21.9 % (55), y de 61 a 

70 años 19.5 % (49). El rango de 81 a 90 años fue el menor  con el 1.6 %del 

padecimiento (Figura 10).  
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n=116 

Mujeres 
57% 

n= 152  
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Figura 10. Edad de los pacientes con enfermedad periodontal. 
 

 

El diagnóstico de los pacientes con enfermedad periodontal más frecuente fue el 

de periodontitis moderada con el 60.4% (n=162), seguido de periodontitis 

avanzada con el 34% (n=91)  y la de menor frecuencia fue para gingivitis con 5.6% 

(n= 15) (Figura 11). 
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Figura 11. Diagnóstico de los 268 pacientes con enfermedad periodontal.   

 
 

6.2 Grupo control de individuos sin lesión periodontal  
 
Se analizaron 100 individuos (N=100) donde el 63% (n= 63) fueron mujeres y el 

37% (n= 37) hombres (Figura 12). La mayoría de los participantes (93%, n= 93)  

fueron jóvenes menores a los 30 años de edad (Figura 13).  
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Figura 12. Distribución del sexo del grupo control.  
 
 
 

 

 

Figura 13. Distribución de la edad del grupo control. 
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6.3 Identificación de S. aureus por pruebas bioquímicas y por la PCR 
 
A partir de los pacientes estudiados con enfermedad periodontal (n=268), la 

especie S. aureus fue identificada por pruebas bioquímicas  (manitol +, coagulasa 

+) y mediante la PCR (Figuras 14-16; 23S rRNA, coa y nuc) en el 18.6% (n=50) de 

los pacientes (Tabla 8).  

También se encontraron otros microorganismos asociados a la enfermedad 

periodontal de los pacientes como Staphylococcus epidermidis, Candida albicans, 

Escherichia coli, Klebsiella spp. y Candida spp.(estos datos fueron proporcionados 

por personal del laboratorio de Anáilisis Clínicos de la CUSI FES-I) (Tabla 8). 

  

Tabla 8. Microorganismos encontrados en pacientes con lesión periodontal. 

Microorganismos  Número de 
pacientes  
(n=268) 

Porcentaje 

S. aureus 50 18.6 

S. epidermidis 111 41.4 

C. albicans 80 29.8 

E. coli 50 18.6 

Klebsiella spp. 13 4.8 

Candida spp. 2 0.7 
 

 

En el grupo control (N=100) S. aureus fue identificado por pruebas bioquímicas 

(manitol +, coagulasa +) y PCR (Figura 8 -11; 23S rRNA, coa, nuc y spa región X) 

en el 10% de los individuos (n=10). Los microorganismos asociados fueron S. 

epidermidis (n=13) y Candida albicans  (n=9) (Tabla 9). 
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Tabla 9. Microorganismos encontrados en el grupo control. 

Microorganismo  Número de cepas Porcentaje 

S. aureus 10 10 

S. epidermidis 13 13 

C. albicans 9 9 
 

 

 

 

 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Figura 14. Detección del gen 23S rRNA (1250 pb) por PCR. Carriles 1,2 y 3 gen 
23S rRNA en cepas de S. aureus de pacientes con lesión periodontal; carriles 4 
y 6 gen 23S rRNA en cepas de S. aureus del grupo control; carril 5 marcador de 
peso molecular (100 pb); CP: control positivo (S. aureus ATCC 33592); control 

negativo (sin DNA molde).   
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Figura 15. Detección del gen nuc (279 pb) por PCR. Carriles 1,2 y 3 nuc en 
cepas de S. aureus de pacientes con lesión periodontal; carriles 4 y 6 gen nuc 
en cepas de S. aureus del grupo control; carril 5 marcador de peso molecular 
(100 pb); CP: control positivo (S. aureus ATCC 33592); control negativo (sin 

DNA molde).   

 

279pb 

CP CN 

CP CN 

polimorfo 

Figura 16. Detección del gen coa (polimorfo) por PCR. Carriles 1 y 2  coa (300 y 
100 pb) en cepas de S. aureus de pacientes con lesión periodontal; carriles 3 y 
4 coa (300 y 200  pb) en cepas de S. aureus del grupo control; carril 5 marcador 

de peso molecular (100 pb); CP: control positivo (S. aureus ATCC 33592); 
control negativo (sin DNA molde).   
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6.4 Sexo,  edad y diagnóstico de los pacientes con enfermedad periodontal 
asociada a S. aureus 
 
El 64% (n=32) de los pacientes con enfermedad periodontal que presentó a S. 

aureus (n=50) correspondió al sexo femenino y el 36% (n=18) al sexo masculino 

(Figura 17). Los grupos de edad más abundantes fueron de  50 a 59  (28% n=14),  

20 a 29 años (26%  n=13)  y 60 a 69 años (20%  n= 10) (Figura 18).  

 

El porcentaje del diagnóstico de la lesión periodontal más frecuente entre los 

pacientes estudiados fue periodontitis moderada (52%; n=26), seguida de  

periodontitis avanzada (26%, n= 13), y gingivitis (22%; n=1) (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 17. Distribución del sexo de los pacientes con lesión periodontal.  
  

 



55 
 

 
 

Figura 18. Distribución por edad de los pacientes con lesión periodontal. 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figura 19. Diagnóstico de la lesión periodontal en los pacientes. 
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6.5 Sexo, y  edad de los individuos sanos  (N=10) portadores  de S. aureus  
 

El 70% (n=7) de los individuos sanos fueron mujeres y el 30% (n=3) hombres 

(Figura 20). El rango de  edad más frecuente fue de 20-29 años (60%, n=6) y 10 a 

19 (30%, n=3) (Figura 21).  

 

Figura 20. Distribución del sexo del grupo control (sin lesión periodontal). 

 

 

Figura 21. Distribución por edad de los pacientes sin lesión periodontal (N=100). 
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6.6 Identificación del gen mecA (resistencia a  la meticilina) en las cepas 
de S. aureus 

 
El 100% (n=50) de las cepas de S. aureus fue portadora del gen mecA que le 

confiere la resistencia  a la meticilina (Meticilina Resistente SA; Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.7 Resistencia a los antibióticos en las cepas de  S. aureus 
 
Todas las cepas de  (n=50) S. aureus   MRSA  fueron resistentes a los antibióticos 

β-lactámicos, ampicilina, dicloxacilina, cefotaxima y penicilina, y la mayoría  fue 

resistente a cefalotina (n=96), gentamicina (n=88)  y eritromicina (n=86) (Tabla 

10). El cien por ciento de las cepas MRSA (n=50) fue  multiresistente a los 

antibióticos en el rango de seis a doce; una cepa (2%) fue resistente a seis 

antibióticos, nueve cepas (18%) a ocho antibióticos, siete (14%) a nueve 

antibióticos, quince (30%) a diez antibióticos, once (22%) a once antibióticos y 

siete cepas (14%)  a doce antibióticos. 

El 100% (n=10) de las cepas de S. aureus del grupo control fueron resistentes a 

los antibióticos penicilia, ampicilina y cefalotina; la mayoría fue resistente a 

Figura 22.   Detección del gen mecA (310 pb) por PCR. Carriles 1-4 y 6 
en cepas de  S. aureus de pacientes con lesión periodontal; carril 5 
marcador de peso molecular (100 pb); CP: control positivo; control 

negativo (sin DNA molde). 
  

CN CP 
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310pb 



58 
 

dicloxacilina 90% (n=9),  clindamicina 80% (n=8),  tetraciclina y trimetoprim–

sulfametoxazol 70% (n=7)   Ciprofloxacina 60% (n=6). (Tabla 11). 

 
Tabla 10. Resistencia de las cepas de S. aureus de los pacientes con enfermedad  
periodontal.  

 

 
Tabla 11. Resistencia de  las cepas de S. aureus de los pacientes del grupo 
control. 
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6.8 Detección  de la biopelícula en las cepas de S. aureus utilizando Agar 
Rojo Congo (ARC) 
 
Las cepas aisladas de S. aureus del grupo de pacientes con gingivitis formaron el 

20% (n=10) de biopelícula en el agar rojo congo (ARC) (Tabla 12), las cepas 

aisladas de periodontitis moderada formaron el 40% (n=20) biopelícula y las cepas 

aisladas de periodontitis avanzada el 24%(n=12) formó biopelícula en el CRA. 

Sólo el 16% (n=8) de las cepas no formó biopelícula 

Las cepas de S. aureus aisladas del grupo control formaron el 70% (n=7) 

biopelícula en el ARC (Tabla 11). El 30% (n=3) de las cepas no formó biopelícula. 

 
Tabla 12. Cepas de S. aureus formadoras y no formadoras de biopelícula en Agar 
Rojo Congo (ARC). 

Diagnóstico Formadoras de 
biopelícula 

 
No.           (%) 

No formadoras de 
biopelícula 

 
No.               (%) 

 
Total (n=50) 

No.               (%) 
 

Gingivitis (n=11) 10             20 1                   2 11              22 

Periodontitis 
moderada (n=26) 

 

20             40 6                  12 26              52 

Periodontitis 
avanzada (n=12) 

12             24 1                   2 13              26 

   Total (n=10) 

 
Grupo control 

(n=10) 

7              70 3               30 10            100 
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6.9 Detección  en placa de poliestireno de la biopelícula en las cepas de S. 
aureus utilizando Cristal Violeta  
 

El 88% (n=50) de las cepas de S. aureus de pacientes con enfermedad 

periodontal formó biopelícula (color morado, amarillo y marrón Fig. 23) y el 12% 

(n=6) no formó biopelícula (color verde claro Figura 23). Para las cepas del grupo 

contol el 90%(n=10) formó biopelícula (color morado, amarillo y marrón Fig. 23) y 

el 10% no formó (color verde claroFigura 23). Enel  total de las cepas el 78% 

(n=39) fue formadora de biopelícula (color morado en la Fig. 23), el 22% (n=11) de 

las cepas fueron formadoras moderadas de biopelícula (color amarillo en  la Fig. 

23) y el 6% (n=3) de las cepas fueron formadoras fuertes de biopelícula (color 

marrón en  la Fig. 23). 
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 6.10 Detección y expresión de los marcadores de virulencia en las cepas 
de S. aureus de los pacientes con enfermedad periodontal 
 

De manera global se encontró que los genes de virulencia detectados y 

expresados (detectados/expresados) con mayor frecuencia en las cepas de          

S. aureus (n=50), respectivamente, fueron para spa (50/45), coa (50/30), clfB 

(48/19), ebps (44/44), sdrC  (32/29),  y sdrD (44/44) (Tabla 13). La detección y 

expresión de estos marcadores fue evidente entre las cepas de S. aureus aisladas 

de los pacientes con periodontitis moderada, con relación a la P. avanzada y 

gingivitis.  Los porcentajes de detección y expresión, respectivamente,  fueron muy 

similares para fnbA  (56%/46%), fnbB (30%/28%), cna (32%/32%), bbp  

(52%/50%), map/eap (56%/54%) y sdrE (36%/36%), de igual manera fueron  

predominantes en las cepas recuperadas de periodontitis moderada (Tabla 13).  

En particular para el caso del grupo de gingivitis  se detectaron con mayor  

frecuencia  los genes spa, coa, clfB e icaAB (11/50)  pero de estos solo se 

expresaron spa y coa (9/50). Mientras que para las cepas del grupo de 

periodontitis moderada la frecuencia fue de 26/50 para los genes spa, coa, icaAB y 

de 25/50  para cada uno de los genes clfB  y sdrD, pero en la expresión la 

frecuencia fue para ebps y sdrD 25/50, para spa 24/50 y coa 21/48. Por otra parte 

para el grupo de periodontitis avanzada  los genes spa, coa, ebps, sdrD e icaAB  

se detectaron en 13/50, clfB con 12/50 y para la expresión ebps y sdrD con 13/50 

seguido de spa 12/50 y coa 10/50.  
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El gen icaAB fue detectado en todas las cepas (n=50), sin embargo no se expresó 

en ninguna de las cepas de S. aureus después de la infección de la línea celular 

epitelial A549. 

 
Grupo control, los genes de virulencia detectados y expresados con mayor 

frecuencia en las cepas de S. aureus (n=10) de este grupo control, 

respectivamente,   fueron para spa (10/9), coa (10/9), clfB (10/8), ebps (10/9) y 

sdrD (10/10) (Tabla 14). Los genes con menor frecuencia fueron sdrE (4/4),  

map/eap (3/1) y fnbB (3/1). 

Tabla 14. Detección y expresión de los genes de virulencia de las cepas de         
S. aureus aisladas del grupo control. 
 

Gen 

Porcentaje de 
detección 

(n=10) 
 

No. (%) 

Porcentaje de 
expresión 

(n=10) 
 

No. (%) 
spa 10 (100) 9 (90) 

coa 10 (100) 9 (90) 

fnbA 7 (70) 2 (20) 

fnbB 3 (30) 1 (10) 

clfA 9 (90) 8 (80) 

clfB 10 (100) 8 (80) 

cna 7 (70) 7 (70) 

bbp 0 (0) 0 (0) 

ebps 10 (100) 9 (90) 

map/eap 3 (30) 1 (10) 

sdrC 6 (60) 4 (40) 

sdrD 10 (100) 10 (100) 

sdrE 4 (40)  4 (40) 
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6.11 Patrones de expresión de genes de virulencia asociados al fenotipo 
de resistencia a antibióticos en las cepas periodontales de S. aureus 
 
Se identificaron 24 diferentes patrones de expresión de genes de virulencia 

asociados al fenotipo de resistencia a los antibióticos en  las cepas de S. aureus 

obtenidas de los pacientes con enfermedad periodontal (Tabla 14). El patrón No. 1  

está representado por 8 cepas periodontales de S. aureus,  y  se encontró 

asociado a gingivitis (n=2), periodontitis moderada (n=3) y periodontitis avanzada 

(n=3), conformado por siete genes de virulencia y  dos fenotipos de resistencia a 

los antibióticos. Mientras que el patrón No. 2 es representado por 4 cepas y se 

relacionó a gingivitis (n=2) y periodontitis moderada (n=2), conformado por 8 

genes de virulencia y siete fenotipos de resistencia a los antibióticos.   El patrón 

No. 8, representado por dos cepas (periodontitis avanzada), se encontró  

conformado por trece  genes de virulencia  y nueve fenotipos de  resistencia  a los 

antibióticos. Los porcentajes de  expresión de los marcadores de virulencia 

asociados a la frecuencia de la  resistencia a los antibióticos en las cepas 

periodontales de S. aureus  fue mayor en los pacientes con periodontitis 

moderada.  
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6.12 Tipificación de la región X del gen spa 
 
En la tabla 16 se muestran los tipos de spa identificados después de realizar el 

análisis de la secuenciación de la región X. Los tipos de spa que se identificaron 

con  mayor frecuencia fueron: t91 con el 20% (n=10), t189 con 18% (n=9) y t8 con 

el 10% (n=5). Los tipos de spa con menor frecuencia fueron t209, t675 y t458 con 

el 6% (n=3), cada uno, t2379 y t1079 con 4% (n=2), y t626, t3, t267, t078 y t6313 

con el 2% (n=1),  para cada uno. 

 El tipo de spa identificado en las cepas del grupo control fue t539 con el 

40%(n=4). 

  



68 
 

Tabla 16. Tipificación de la región X del gen spa  de las cepas de S. aureus del 
presente estudio. 

    
t91 10 (20) 0.96 Estados Unidos 

 
t189 9 (18) 0.58 Argentina, Canadá y Estados Unidos 

 
t008 5 (10) 5.91 Argentina, Canadá, Chile y Estados 

Unidos 

t209 3 (6) 0.18 Canadá y Estados Unidos 

t675 3 (6) 0.00 - 

t458 3 (6) 0.05 Colombia y Estados Unidos 

t2379 2 (4) 0.01 - 

t1079 2 (4) 0.01 - 

t626 1 (2) 0.03 - 

t3 1 (2) 8.77 Canadá y Estados Unidos 

t267 1 (2) 0.33 Argentina y Estados Unidos 

t078 1 (2) 0.29 Argentina, Chile y Estados Unidos 

t6313 1 (2) 0.00 - 

*t539 4 (40) 0.03% Canadá y Estados Unidos 

*tipo de spa de las cepas del grupo control 
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7. DISCUSIÓN 
 

7.1 Pacientes estudiados 
 
Se ha reportado que las enfermedades periodontales afectan hasta el 90 por 

ciento de la población  mundial  y que ocurren  principalmente en países en  

desarrollo,  sin llegar a ser severa en grupos indígenas (Pihlstrom et al., 2005). La 

periodontitis  desde  la última década se considera un problema de salud pública 

en los países industrializados;  en  el caso de México se tiene el registro que del  

50 al 70% de los adultos mexicanos la padecen (SeSa, 2016). En el presente 

estudio se analizaron 268 pacientes con enfermedad periodontal que acudieron al 

servicio de especialidad de la Clínica de Endoperiodontología de la FES Iztacala, 

dentro de los cuales 152 (57%) fueron  mujeres y 116 (43%) hombres (figura 9), lo 

cual discrepa con lo descrito por la Academia Americana de Periodoncia, que  

menciona  que la frecuencia de padecer periodontitis es más alta en los hombres 

(56.4%)  que en las mujeres (38.4%). El hecho de que en este trabajo la 

prevalencia de la enfermedad periodontal fue mayor en las mujeres puede 

deberse a que las mujeres tienden a ser  más cuidadosas  con su salud bucal 

según reportes de la Clínica de Endoperiodontologia de la FESI.  En este estudio  

la periodontitis moderada fue el diagnóstico más frecuente entre  los pacientes 

estudiados (60.4%;  n=162), seguido de la periodontitis avanzada (34%; n=91)  y 

el de menor frecuencia fue  la gingivitis (5.6%; n= 15) (Figura 11), principalmente 

en pacientes con edad comprendida entre 41-70 años (65.5%) (Figura 10). Estos 

resultados son semejantes a los encontrados en un grupo de pacientes 

colombianos con enfermedad  periodontal  (n=356),  donde  la  periodontitis  
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crónica  fue   la  más frecuente (56.7% n=202), seguida de la periodontitis agresiva 

(39.1% n=139) (Betancourt et al., 2006).   

7.2 Identificación de S. aureus en las infecciones periodontales 
 
Se ha reportado que alrededor de unas 500 especies bacterianas aerobias y 

anaerobias  son responsables de  las enfermedades periodontales (Moore y 

Moore 1994), dentro de las cuales S. aureus se encuentra asociado a las 

infecciones dentoalveolares y a lesiones de la mucosa oral (Kim y Lee 2015; 

Aggour y Gamil 2017).  En este  trabajo S. aureus se identificó por métodos 

microbiológicos y moleculares  en el 18.6% (n= 50) de las muestras de los 

pacientes con enfermedad periodontal (n= 268), coincidiendo con  el 18% (n=154) 

encontrado en pacientes con periodontitis (Koukos et al., 2015). Se ha descrito 

que la presencia de S. aureus en la periodontitis de  los pacientes puede ocurrir 

por una infección cruzada entre el personal de atención odontológica, que son 

portadores de S. aureus en la cavidad oral o nasal y que infectan a los pacientes 

mediante contacto con piel o saliva en forma de aerosoles, o por contaminación de 

los instrumentos o de las unidades dentales (Kim  2012 y Kurita et al., 2006). Por 

ejemplo,  S. aureus ha sido aislado de superficies ambientales, manos, y carretes 

nasales de enfermeras, pacientes y dentistas  (Khairalla et al., 2017 y Han et al., 

2010). La frecuencia  de S. aureus en las lesiones periodontales de los pacientes 

estudiados podría ser un factor condicionante  para desarrollar  otros 

padecimientos, por ejemplo,  se ha reportado  que la  presencia    de  S. aureus en 

la saliva es un  factor de riesgo para desarrollar neumonía por aspiración 

(Khairalla et al., 2017).  
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En este estudio se encontraron otros organismos asociados a la enfermedad 

periodontal de los pacientes, que incluyeron cepas de Staphylococcus epidermidis 

(n=111),  el hongo Candida albicans (n=80), E. coli (n=50) y Klebsiella spp. (n=13) 

(Tabla 8). Se ha reportado que S. aureus y S. epidermidis se encuentran 

asociados en pacientes con infección dental, particularmente abscesos, sin 

embargo, la frecuencia de  S. aureus se ha incrementado significativamente en el 

periodonto después de la práctica quirúrgica con hiposalivación (Vellappally et al., 

2017). En este estudio se encontró que el 78% (n= 39) de las cepas de S. aureus 

fue aislado de pacientes con  periodontitis moderada y avanzada (Figura 19), lo 

que reflejaría que la presencia de esta bacteria es más frecuente en pacientes con 

enfermedad periodontal prolongada, que en el caso de gingivitis, coincidiendo con 

lo descrito por Passariello y colaboradores (2017) quienes encontraron  no 

solamente Staphylococcus aureus en pacientes con  Periodontitis Agresiva 

Generalizada (PAG) y lesiones subgingivales, sino también asociaciones de 

patógenos como, Pseudomonas aeruginosa y diferentes miembros de la familia 

Enterobacteriaceae.  Se sabe que estos microorganismos poseen factores de 

virulencia que podrían explicar la destrucción acelerada del tejido que caracteriza 

a la Periodontitis Agresiva generalizada (PAG).  

7.3 Cepas de S. aureus resitentes a la meticilina (MRSA) en los pacientes 
estudiados.  
 

El cien por ciento (n= 50) de las cepas de S. aureus aisladas de los pacientes con 

enfermedad periodontal fue portadora del gen mecA que confiere resistencia a la 

meticilina (MRSA). Este  porcentaje es superior al 65.3% (n=98) de cepas MRSA 
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identificadas en la cavidad oral de pacientes con caries dental (Vellappally et al., 

2017), y a lo reportado en  otros estudios para cepas de S. aureus de  pacientes 

con enfermedad periodontal o de pacientes con otros trastornos dentales (Cuesta 

et al., 2011 y Miao et al., 2017).  Si bien la presencia de cepas MRSA en 

infecciones orales se ha incrementado paulatinamente con los años en algunas 

zonas geográficas, en otras partes todavía se han encontrado porcentajes muy 

bajos, por ejemplo, en un estudio realizado durante 9 años (1998-2007)  de 

muestreos (n= 11,312), se encontró que del total de cepas de S. aureus 

identificadas en la cavidad oral (n=1,986; 18%), únicamente el  10%  (n=204) fue 

MRSA (McCormack et al., 2015). La presencia de cepas MRSA en la enfermedad 

periodontal es  un problema de salud importante que  reduce el número de 

antibióticos disponibles para el tratamiento de las infecciones, ocasionando la 

persistencia de esta bacteria en las lesiones, y por consiguiente pueden ocasionar 

otro tipo de infecciones, sobre todo en pacientes inumunocomprometidos 

(diabetes, cáncer, insuficiencia renal, etc.), por ejemplo se ha descrito en los 

Estados Unidos, que en el 2005 las infecciones invasivas por MRSA ocurrieron en 

una tasa en la población de diálisis del 42.5 /1000, incidencia que supera en 100 

veces la de la población general  (Center for Diseases Control 2007). La elevada 

presencia de cepas MRSA aisladas de los pacientes estudiados puede deberse a 

que cada vez es más frecuente que los dentistas sean portadores sanos de esta 

bacteria, por ejemplo  en un estudio realizado en México en muestras nasales y 

faríngeas de 100 estudiantes de odontología con cinco a seis años de exposición 

a pacientes y 81 estudiantes no odontológicos,  se encontró que el 20% de los 

estudiantes de odontología fueron  portadores sanos de  MRSA, en comparación  
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con el 5% de estudiantes no odontológicos. (Martínez-Ruíz et al., 2014). También  

se encontró una incidencia del 8% de cepas MRSA en los  teléfonos móviles de 

los estudiantes de odontología (8/100). 

En el presente  estudio todas las cepas de Staphylococcus aureus Resistentes a 

la Meticilna (MRSA n=50) aisladas de los pacientes con enfermedad periodontal 

fueron resistentes a los antibióticos betalactámicos penicilina, ampicilina, 

dicloxacilina, cefotaxima, y la mayoría fue resistente a cefalotina, gentamicina 

(aminoglucósido), eritromicina (macrólido), pefloxacina (quinolona), tetraciclina y 

trimetoprim/sulfametoxazol  (Tabla 10). Estos datos son preocupantes, no 

solamente porque refleja la elevada resistencia de las cepas MRSA a los 

antibióticos probados (Tabla 10), sino también porque demuestra que todas las 

cepas fueron multidrogo resistentes en el rango de seis a doce antibióticos, lo que 

reduce las opciones de tratamiento médico. La elevada resistencia a los 

antibióticos betalactámicos, así como también a la eritromicina, aminoglucósidos y  

tetraciclina  detectada en las cepas MRSA (Tabla 10)  puede deberse 

probablemente a la presencia del elemento genético móvil SCCmec 

(staphylococcal cassette chromosome mec), que incluye el gen mecA, que 

además de codificar para la proteína de unión a penicilina 2a (PBP2a) con baja 

afinidad por los β-lactámicos (Hartman et al., 1984),  también con frecuencia 

acarrea genes de resistencia como blaZ, que codifica para las enzimas β-

lactamasas, confiriendo la resistencia a los antibióticos  β-lactámicos; ermA, ermB 

y ermC que confieren resistencia a la eritromicina; aac(69)-Ie-aph (20)-Ia 
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responsable de la resistencia a  los aminoglucósidos; y tet (M), tet (O) y tet (K) 

causantes de la resistencia a la tetraciclina (Rizzotti et al., 2005).  

En México existe poca información  sobre la resistencia bacteriana a los 

antibióticos en cepas periodontales de S. aureus, sin embargo estos resultados 

evidencian la multirresistencia bacteriana a estos agentes, debido probablemente 

a la transferencia horizontal de los genes de resistencia a los antibióticos mediante 

plásmidos, transposones (Lindsay 2014) e integrones (Xu et al.,  2011), por 

ejemplo, se ha descrito que el plásmido pT181 codifica para resistencia a 

tetraciclina en S. aureus y el gen tet (M) puede encontrarse en combinación con 

ermB en el transposón Tn916 (Chopra et al.,  2001). La  resistencia a eritromicina, 

gentamicina, tetraciclina y sulfametoxazol en las cepas MRSA estudiadas (Tabla 

10)  coincide con la descrita en cepas MRSA aisladas de la cavidad oral  

(Buonavoglia et al., 2010), y también con lo  reportado por Palazzoa et al., (2010), 

donde todas  las   cepas MRSA aisladas de saliva de una población de 

trabajadores de la salud fueron resistentes a  penicilina y eritromicina. Si bien la 

frecuencia de la resistencia a los antibióticos en cepas MRSA de pacientes 

dentales de otros países ha sido extremadamente baja, o prácticamente nula, los 

porcentajes de resistencia a penicilina, ampicilina, eritromicina, dicloxacilina y 

trimetoprim-sulfametoxazol es semejante a lo descrito en cepas de MRSA aisladas 

de las fosas nasales anteriores y de los catéteres de  pacientes con hemodiálisis. 

(Paniagua et al., 2014a).     

La alta frecuencia de cepas MRSA resistentes  a  los antibióticos  quizás esté 

relacionada con la disponibilidad de antibióticos sin receta médica que había 
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estado ocurriendo en México hasta el 2010.  Entre los antibióticos más comunes 

utilizados en el tratamiento periodontal están la penicilina, la tetraciclina y los 

macrólidos, por lo que los resultados encontrados  en este estudio podrían servir 

para mejorar las alternativas de tratamiento con antibióticos para pacientes con 

periodontitis. 

7.4 Detección y expresión de genes  de virulencia en las cepas 
periodontales de S. aureus  
 
La capacidad de S. aureus para adherirse a las células del epitelio humano 

mediante las MSCRAMMs (Componentes de superficie microbiana que reconocen 

moléculas de matriz adhesiva), se considera el primer paso en la colonización e 

invasión de las células del hospedero. En este estudio los genes de virulencia 

identificados y expresados con mayor frecuencia entre las cepas MRSA fueron 

spa, coa, ebps, sdrD y sdrC (Tabla 13),  principalmente en los pacientes con  

periodontitis moderada; mientras que los genes menos frecuentes fueron fnbB y 

clfA. El hecho de que los genes de adhesión se hayan detectado y expresado  con 

más frecuencia en las cepas MRSA aisladas de periodontitis moderada y 

avanzada puede deberse a que durante las  etapas de infección más aguda 

(bolsas periodontales) las   proteínas de adhesión podrían  ligarse más frecuente a 

los tejidos del hospedero, facilitando la internalización, y la evasión del sistema 

inmune, ayudando de esta manera a la persistencia de la infección, además de ser  

claves en las funciones del metabolismo de la pared celular bacteriana.  Se han  

descrito 34 adhesinas de superficie que presentan dominios plegados similares a 

los de la inmunoglobulina G unidos en tándem (uno con otro), que  pueden unirse  
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a la matriz extracelular del hospedero reconociendo receptores en las proteínas 

como el fibrinógeno, colágeno, fibronectina y la sialoproteína ósea (Foster & Höök, 

1998; Clarke & Foster, 2006; Paharik & Horswill, 2016). 

La frecuencia de detección y expresión  de genes de adhesión en cepas MRSA 

aisladas de enfermedad periodontal no había  sido estudiada  previamente, sin 

embargo, contrastan con  los descritos previamente en cepas MRSA aisladas de 

fosas nasales y catéteres de pacientes en hemodiálisis,  donde los genes más 

frecuentes fueron spa, clfA, ebps, sdrC, sdrE, clfB, cna y sdrE (Paniagua-

Contreras et al.,  2014a). y también con  los descritos en en cepas MRSA y 

meticilina sensible S. aureus (MSSA) aisladas de infecciones de la piel de 

pacientes de diferentes áreas geográficas, donde los genes más frecuentes fueron 

spa, clfA, clfB, bbp, ebps, sdrD, fnbB y sdrE  (Campbell et al., 2008)  

La alta frecuencia de genes de adhesinas de la familia MSCRAMMs 

(Componentes de superficie microbiana que reconocen moléculas de matriz 

adhesiva) identificados en las cepas MRSA, demuestra por un lado la virulencia de 

las cepas  para coadyuvar en las infecciones persistentes y agudas, sobre todo en 

los pacientes con periodontitis moderada y avanzada, y por otro lado  la capacidad 

de las cepas para diseminarse y adherirse a otros sitios anatómicos y causar otras 

infecciones, por ejemplo,  la presencia de los genes clfA,  fnbA y cna han sido 

identificados  en cepas de S. aureus aisladas de portadores nasales  (Nashev et 

al., 2004),  También se  ha demostrado que la unión de la proteína Cna (codificada 

por el gen cna) al colágeno se asocia con la endocarditis y la queratitis (Hienz et 

al.,1996 y Rhem et al., 2000), las proteínas de unión a fibronectina (FnbA y FnbB) 
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median  la adherencia de la bacteria al epitelio humano de las vías respiratorias 

(Mongodin 2002),  mientras que la adhesión al fibrinógeno por ClfA y ClfB  (factor 

de agregación A y B)  juega un importante papel antifagocítico, contra neutrófilos y 

macrófagos (Palmqvist., et al., 2004 y Higgins et al., 2006). También se ha 

demostrado que la adhesina ClfB se une a las cadenas α del fibrinógeno y 

citoqueratina diez (CK10), esta última es una proteína estructural de las células 

epiteliales, por lo que la ClfB se asocia a la colonización de  S. aureus al epitelio 

nasal  (Walsh et al., 2008).  

La presencia de cepas de S. aureus en los pacientes estudiados, que además son 

portadoras de múltiples genes de adhesión (Tabla 13), como  icaAB (n=50; 100%), 

podría ser un factor importante en la exacerbación  de las infecciones dentales 

debido a la formación de biopelícula, coadyuvando  con lo patógenos principales  

de las infecciones periodontales (Aggour y Gamil, 2017). También se ha descrito 

que S. aureus podría formar parte de la microbiota en la biopelícula supragingival, 

lo que evidenciaría de manera importante la asociación entre S. aureus y la 

implantitis, considerada como una infección oral emergente (Thurnheer et al.,   

2015).  

En este trabajo el ochenta y ocho por ciento (n= 44) de las cepas analizadas formó 

biopelícula (Tabla 13), lo que demostraría la capacidad de estos patógenos para 

evitar la respuesta inmune del hospedero y la acción de los antibióticos, no 

únicamente de S. aureus, sino también de los otros microorganismos asociados 

con la biopelícula. La formación de la biopelícula permite la persistencia y la 

cronicidad de las infecciones, favoreciendo con ello la transferencia horizontal de 
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genes de resistencia a los antibióticos transmitidos por plásmidos (Savage et al., 

2013; Juhas  2015)  

7.5 Patrones de expresión de genes de virulencia asociados al fenotipo de 
resistencia a los antibióticos en las cepas periodontales de S. aureus 
 
Después de la infección in vitro de la línea celular epitelial humana A549 con las 

cepas de S. aureus, se encontró  que la mayoría de las cepas fue capaz de 

expresar simultáneamente de 7 de 12 genes de virulencia, agrupándose de esta 

manera, en 24 diferentes patrones de expresión asociados con el  fenotipo de 

resistencia a los antibióticos (Tabla 15). El patrón no. 1 (Tabla 15)  conformado por 

siete genes de virulencia (spa-coa-clfB-ebpS-sdrC-sdrD-icaAB) relacionados  al  

fenotipo de  resistencia a  dos antibióticos (GE-DC), se distribuyó  en el 16% (n= 8) 

de las cepas periodontales de S. aureus,  gingivitis (n=2), periodontitis moderada 

(n=3) y periodontitis avanzada (n=3). El patron No. 2  representado por  8 genes 

de virulencia (spa-coa-fnbA-clfB-ebpS-sdrC-sdrD-icaAB) con un  fenotipo de 

resistencia a siete antibióticos  (E-SXT-CTX-PEF-PE-GE-DC) se encontró en un 

8% (n=4) y se relacionó a gingivitis (n=2) y periodontitis moderada (n=2),   

mientras que el patrón No. 8, conformado por trece  genes de virulencia (spa-coa-

fnbA-fnbB-clfB-cna-bbp-ebpS-mapeap-sdrC-sdrD-sdrE-icaAB) y con un fenotipo 

de resistencia a nueve antibióticos (E-AM-SXT-CTX-PEF-PE-TE-GE-DC), 

representado con el 4% (n=2),  periodontitis avanzada. Estos resultados son 

relevantes porque demuestran, por primera vez, el alto nivel de expresión de 

genes de virulencia relacionados a la resistencia a los  antibióticos en cepas de   

S. aureus asociadas con enfermedad periodontal. Los diferentes perfiles de 
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expresión de genes implicados en la adhesión, invasión y evasión de la respuesta 

inmune, en combinación con la resistencia a los múltiples antibióticos, y formación 

de biopelícula;  aumentan la agudeza y propagación de la infección (Foster et al., 

2014).   

7.6 Tipificación de la región X del gen spa de S. aureus  

 
En este trabajo se identificaron  13 tipos de spa, que no están reportados en 

México, de  las 50 cepas de  S. aureus  aisladas de pacientes con periodontitis, 

estos spa sólo se han reportado en algunos países del continente Americano 

(Tabla 16). 

Los tipos de spa identificados que presentaron el mayor porcentaje en las cepas 

periodontales  fueron t91 20% (n=50), t189 18% (n=50) y t008 con 10% (n=50). En 

el estudio realizado en los catéteres infectados de hemodiálisis de pacientes de 

México, los tipos de spa identificados  para cepas de S. aureus, fueron t895, t008, 

t189 y t002 (Paniagua-Contreras et al., 2014b), coincidiendo en dos de las cepas 

tipificadas por spa (t189 y la t008), lo que nos hace suponer que estas cepas 

periodontales de S. aureus analizadas  en este estudio pueden ser causantes de 

otras infecciones, como 

En este estudio también se analizó un grupo de individuos clínicamente sanos 

(n=100) que fueron estrictamente seleccionados bajo la revisión y supervisión de  

una especilalista en Endoperiodontología, en donde S. aureus fue identificado en 

el 10% de los sujetos (n=10) (Tabla 9). Los porcentajes de resistencia a los 

antibióticos (Tabla 11) y la frecuencia de detección y expresión de los genes de 
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virulencia de las cepas de S. aureus  (Tabla 14) de los sujetos sanos  fue muy 

semejante  al encontrado en las  cepas de los pacientes con enfermedad 

periodontal, lo que podría ser un factor de riesgo a futuro para coadyuvar en las  

infecciones periodontales.  
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8. CONCLUSIONES 
 

   En este estudio se identificó a Staphylococcus aureus  asociado con  

mayor frecuencia a los pacientes con periodontitis moderada.  

  

  Se encontró que  todas las cepas de  MRSA aisladas de la enfermedad 

periodontal  fueron resistentes a múltiples antibióticos, principalmente a   los 

β-lactámicos (ampicilina, dicloxacilina, cefotaxima, penicilina y cefalotina),    

aminoglucósidos (gentamicina), y  macrólidos (eritromicina),  en un rango 

de seis a doce. 

 
 Los genes de virulencia detectados y expresados  con mayor frecuencia en 

las cepas de  S. aureus fueron spa, coa, clfB, ebps,  sdrC y sdrD. La 

detección y expresión de estos marcadores fue evidente entre las cepas de 

S. aureus aisladas de los pacientes con periodontitis moderada. 

 

 Aunque S. aureus no se ha considerado un agente etiológico de 

periodontitis, estas cepas presentes en los sacos periodontales podrían 

contribuir con genes de virulencia o de resistencia a los antibióticos 

mediante transferencia genética horizontal ya que la mayoría de las cepas 

fueron formadoras de biopelícula, favoreciendo dicha  transferencia de 

genes, además de que la formación de biopelícula aumenta la agudeza y 

propagación de la infección. 
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 En este estudio se identificaron 13  tipos de spa en las cepas aisladas de 

enfermedad periodontal siendo el de mayor frecuencia  t91. El tipo de spa 

identificado en las cepas del grupo control fue sólo el t539. Ninguno de 

estos  tipos de spa están reportados para México. 

 

 Este es el primer estudio realizado en México sobre marcadores de 

virulencia y resistencia a antibióticos en cepas de Staphylococcus aureus 

Meticilina Resistentes (MRSA) aislados  de enfermedades periodontales.  
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9. PERSPECTIVAS 
 
1. Evaluar la presencia de S. aureus antes y después de modificar la dieta de los 

pacientes diagnosticados con periodontitis. 

 

2. Aislamiento de bacteriófagos de las cepas de S. aureus:  

a) Clasificación 

b) Identificación de transductores 

c) Búsqueda de fagos convertidores hlb (conversión lisogénica)  

 

3. Estudio de la degradación del rojo congo por cepas clínicas. 

 

4. Secuenciación de genomas completos de las cepas aisladas de periodontitis. 

 

5. Inhibición del QS por autoinductores. 
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10. ANEXO 1 

10.1 Fotografías de los genes amplificados por PCR convencional 

10.1.1 Adhesinas  
 

  

Figura 24. Detección del gen fnbA (1279 pb) por PCR. Carriles 2, 3 gen fnbA en  
cepa de S. aureus del grupo control; carril 4 y 6 gen fnbA  en cepa de S. aureus 
de paciente con lesión periodontal; M marcador de peso molecular (200 pb) P: 
control positivo (S. aureus ATCC 33592) y N: control negativo (sin DNA molde). 
  

Figura 25. Detección del gen fnbB (812 pb) por PCR. Carril 1 gen fnbB en cepas 
de S. aureus del grupo contro; carril  2, 3 y 5 gen fnbB en cepa de S. aureus de 
paciente con lesión periodontal; M marcador de peso molecular (100 pb); P: 
control positivo (S. aureus ATCC 33592) y N: control negativo (sin DNA molde). 
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Figura 26. Detección del gen clfA (polimorfico) por PCR. Carriles 1, 2 gen clfA en 
cepas de S. aureus del grupo control; carriles 3, 4 y 5 gen clfA en cepa de S. aureus de 
paciente con lesión periodontal; M marcador de peso molecular (100 pb); P: control 
positivo (S. aureus ATCC 33592) y N: control negativo (sin DNA molde). 

Figura 27. Detección del gen clfB (404 pb) por PCR. Carriles 1, 2 gen clfB en cepa 
de S. aureus del grupo control; carriles 3, 4 y 5 gen clfB en cepa de S. aureus de 
paciente con lesión periodontal; M marcador de peso molecular (100 pb); P: control 
positivo (S. aureus ATCC 33592) y N: control negativo (sin DNA molde). 
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Figura 28. Detección del gen cna (452 pb) por PCR. Carriles 2, 4 gen cna en cepa 
de S. aureus del grupo control, 5  y 6 gen cna en cepa de S. aureus de paciente con 
lesión periodontal; M marcador de peso molecular (100 pb); P: control positivo        
(S. aureus ATCC 33592) y N: control negativo (sin DNA molde). 

Figura 29. Detección del gen bbp (500 pb) por PCR. Carriles 1, 2, 3 y 4 gen bbp 
en cepa de S. aureus de paciente con lesión periodontal; M marcador de peso 
molecular (100 pb); P: control positivo (S. aureus ATCC 33592) y N: control 
negativo (sin DNA molde). 
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Figura 30. Detección del gen map-eap (655 pb) por PCR. Carril 1 gen map-
eap  en cepa de S. aureus del grupo control; carril 2 y 3 gen map-eap en 
cepa de S. aureus de paciente con lesión periodontal;  M marcador de peso 
molecular (100 pb); P: control positivo (S. aureus ATCC 33592) y N: control 
negativo (sin DNA molde). 

Figura 31. Detección de los genes ebpS (550 pb) y sdrC (731pb) por PCR. 
Carril 1 gen ebpS cepa de S. aureus del grupo control; carril 2 gen ebpS en 
cepa de S. aureus de paciente con lesión periodontal; carril 3 gen sdrC en 
cepas de S. aureus del grupo control;  4 y 5 gen sdrC en cepa de S. aureus de 
paciente con lesión periodontal;  M marcador de peso molecular (100 pb); P: 
control positivo (S. aureus ATCC 33592) y N: control negativo (sin DNA molde). 
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Figura 32. Detección del gen sdrD (467 pb) por PCR. Carriles 1, 2, gen sdrD cepas 
de S. aureus del grupo control; carril 3  y 5 en cepa de S. aureus de paciente con 
lesión periodontal; M marcador de peso molecular (100 pb); P: control positivo      
(S. aureus ATCC 33592) y N: control negativo (sin DNA molde). 

Figura 33. Detección del gen sdrE (894 pb) por PCR. Carriles 1, 2, gen sdrE cepas 
de S. aureus del grupo control; carril 3 y 5 gen sdrE en cepa de S. aureus de 
paciente con lesión periodontal; M marcador de peso molecular (100 pb); P: control 
positivo (S. aureus ATCC 33592) y N: control negativo (sin DNA molde). 
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Figura 34. Detección del gen spa (200 pb) por PCR. Carriles 1,2 y 3 spa en 
cepas de S. aureus de pacientes con lesión periodontal; carriles 4 y 6 spa en 

cepas de S. aureus del grupo control; carril 5 marcador de peso molecular (100 
pb); CP: control positivo (S. aureus ATCC 33592); control negativo (sin DNA 

molde).   

 
100pb 

CP CN 

200pb 
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11. ANEXO 2  

11.1Gráficas de PCR en tiempo real y curva de disociación (expresión de 
los marcadores de virulencia) 

11.1.1 23S rRNA  
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11.1.2 coa 
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11.1.3 icaAB 
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 11.1.4 Adhesinas 
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