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1.

RESUMEN

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica ocasionada por la respuesta
inmune del hospedero a la infeccion de numerosas bacterias orales, como
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella
forsythia, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra,
Campylobacter rectus, y también a bacterias asociadas como Escherichia coli. La
periodontitis se caracteriza por la destruccion de los tejidos que rodean los dientes
debido a la placa dentobacteriana, que genera con el tiempo la pérdida progresiva del
hueso alveolar y por consiguiente la pérdida de los dientes. El tratamiento de las
infecciones periodontales se ha complicado recientemente debido a la seleccién de
bacterias resistentes a los antibioticos. El objetivo de este estudio fue establecer la
frecuencia de genes de resistencia a los antibidticos, como las quinolonas,
sulfametoxazol, integrones, el locus mar y desinfectantes en cepas periodontales de E.
coli. Se analizaron 96 cepas de Escherichia coli previamente aisladas de pacientes con
enfermedad periodontal que acudieron a la clinica de endoperiodontologia de la FES
Iztacala. Las cepas de E. coli pertenecen al cepario del Laboratorio de Analisis Clinicos
de la CUSI, FES Iztacala. EI DNA bacteriano fue extraido por ebullicion. La
identificacion de E. coli se realizé6 por PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)
mediante amplificacion del gen 16SrRNA. Los genes de resistencia a quinolonas (floR),
sulfametoxazol (sul2 y sul3), integrones (ntll e intl2) el locus marR y marO vy
desinfectantes (qacEAL) se realiz6 igualmente por PCR. El 31.2% (n=30) de las cepas
fue portadora de floR, 45.8% (n=44) de sul2, 20.8% (n=21) de sul3, 34.3% (n=33) de
intl1, 5.2% (n=5) de intl2, 52.8% (n=47) de marR y marO y 83.3% (n=80) de gacEAL. La
elevada distribucién de los marcadores de resistencia a quinolonas, sulfametoxazol,
integrones, el locus mar y desinfectantes en las cepas periodontales de E. coli
representa un factor de riesgo importante para la agudeza o cronicidad de las

infecciones de los pacientes.



2. INTRODUCCION

2.1 Periodontitis

La periodontitis es una enfermedad de la cavidad bucal que involucra la pérdida progresiva del
hueso alveolar y se acompafia de la destruccion de los tejidos que rodean los dientes debido a
una reaccion inflamatoria que resulta de la respuesta inmune del hospedero a las bacterias
orales y que puede derivar en la pérdida del diente (Ga & Chong 2015; Ko et al., 2020). Este
proceso inflamatorio ha sido estudiado por décadas con respecto a su naturaleza, factores de
riesgo y factores etiol6gicos especificos 0 no especificos que incluyen la microbiologia

subyacente (Helmi et al., 2019).

Bacterias Gram negativas anaerobias involucradas en la biopelicula subgingival tales como
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Ac),Tannerella forsythia,
Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra, Campylobacter rectus y
Actinomyces spp. en conjunto con los antecedentes clinicos como, la mala higiene dental,
enfermedades sistémicas, consumo de cigarrillo, alcohol y condiciones sociodemograficas
como el nivel educativo, derivan en el desarrollo de esta enfermedad (Macin-Cabrera et al.,
2015; Ramirez et al., 2017).

La periodontitis crénica es la mas frecuente de las formas de periodontitis y se presenta
normalmente después de los 35 afios. Se requiere de una gingivitis preexistente para su
desarrollo, sin embargo no todas las gingivitis derivan en periodontitis. Los estudios sefialan
gue el progreso de esta enfermedad es lento y continuo y la severidad esta relacionada con la

acumulacién de placa dental (Rojo et al., 2011).

En conjunto la gingivitis y periodontitis en México, su incidencia se reporta en 60 % en mujeres
y 38% en hombres. En la poblacion mundial su forma severa se presenta entre un 5y 15%. El
grado de destruccién esta directamente relacionado con factores locales, ambientales y
sistémicos que aumentan la susceptibilidad en el hospedante, tales como diabetes mellitus,

enfermedades cardiovasculares entre otras, las cuales tienen una alta prevalencia en México y



gue hace que sea méas probable la complicacion de la periodontitis en este pais (Plaza et al.,
2014).

Las acumulacién de placa dental es el paso clave para el desarrollo de la enfermedad
periodontal y ademas de las bacterias ya mencionadas, existen estudios que describen la alta
prevalencia de enterobacterias en aislados periodontales, las cuales podrian complicar el
cuadro clinico de los pacientes y la respuesta a la terapia antimicrobiana (Medina, 2010).
Algunos géneros de enterobacterias reportados son: Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp., Pseudomonas, Staphylococcus y Escherichia coli.
(Moreno, 2012; Handal et al., 2003).

2.2 Enterobacterias

Las especies de este género son bacilos Gramnegativos que forman parte de la microbiota
normal del tracto gastrointestinal y se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente.
Fermentan la glucosa, son aerobios y anaerobios facultativos, reducen nitratos a nitritos,
oxidasa negativa y catalasa positiva. Comparten un antigeno denominado antigeno comun
enterobacteriano, tienen un tamafio intermedio de 0.3 a 1.0 x 1.0 a 6 ym, pueden ser inmoviles
0 moviles con flagelos peritricos y no forman esporas. Producen una gran variedad de
enfermedades en el ser humano, sobre todo intestinales y urinarias, asi como un tercio de

todas las bacteriemias (Martinez, 2011; Pérez et al., 2014)

La envoltura celular de las bacterias Gramnegativas, esta constituida por dos membranas, una
interna que consiste en una doble capa de fosfolipidos que regula el paso de nutrientes,
metabolitos y macromoléculas; y una membrana externa compleja que estd compuesta por
peptidoglucano junto con un espacio periplasmico que contiene una elevada concentracion de
proteinas, poseen una doble capa de fosfolipidos que incluye al lipopolisacarido (LPS) o
endotoxina, que es un importante factor de virulencia. Lipoproteinas de anclaje que entrecruzan
la membrana externa con el peptidoglucano, y, proteinas porinas multiméricas que facilitan el
paso de diversas sustancias, incluidos los antibidticos betalactamicos y otras proteinas de la

membrana externa (Puerta-Garcia & Mateos-Rodriguez, 2010).



Algunas enterobacterias como Shigella spp., Salmonella y Yersinia pestis se consideran
patégenos primarios, mientras que Escherichia coli, Klebsiella spp., Citrobacter spp.,
Enterobacter spp., Morganella morganii, Proteus spp., Providencia spp., Serratia spp., etc.
forman parte de la microbiota normal, pero pueden comportarse como patégenos oportunistas
(Farifias & Martinez-Martinez, 2013).

2.3 Clasificacion Enterobacterias

Los géneros de la familia Enterobacteriaceae se han clasificado en funcidon de sus propiedades
bioguimicas, estructura antigénica, hibridacion ADN-ADN y secuenciacion del ARNr 16S (Tabla
1). La clasificacion epidemiolégica o serolégica de las enterobacterias se basa en tres grandes
grupos de antigenos: los polisacaridos O sométicos, los antigenos K de la cépsula
(polisacaridos especificos de tipo) y las proteinas H de los flagelos bacterianos, de esta forma,
la expresion o ausencia de estos antigenos va a determinar los serotipos y serogrupos de cada

especie bacteriana (Pérez et al., 2014).

En estudios microbiolégicos en pacientes con periodontitis se ha detectado la presencia de
enterobacterias que muestran gran resistencia a la terapia antimicrobiana, esto se debe
principalmente a la gran facilidad con que las bacterias Gramnegativas adquieren genes de
resistencia a través de distintos mecanismos o por mutaciones cromosomicas (Nicoloff et al.,
2006).

Tabla 1. Principales géneros y especies de la familia Enterobacteriaceae

Género Especie
Escherichia E. coli (patotipos; EPEC, ETEC, EAEC, EHEC y EIEC)
Salmonella  S. enterica Serotipos: Enteritidis, Typhimurium, Typhi, Paratyphi A,By C
Shigella S. flexneri, S. sonnei, S. boydii, S. dysenteriae
Yersinia Y. pestis, Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis
Klebsiella K. granulomatis, K. pneumonie
Enterobacter E. cloacae, E. aerogenes
Serratia S. marcescens
Citrobacter C.freundii, C.koseri
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Proteus P. mirabilis

Morganella M. morganii

2.4 Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria Gramnegativa ampliamente distribuida y es el anaerobio
facultativo mas numeroso que habita el intestino de animales formando parte de la microbiota
normal. Es la més importante de las enterobacterias y la descrita con méas frecuencia como
causa de patologia en los seres humanos. Puede ser aislada facilmente de muestras clinicas y
ser incubada en medio general o especifico a 37°C bajo condiciones anaerobias. En aislados
fecales se siembra con mayor frecuencia en agar MacConkey o agar Eosina azul de metileno
(EMB), los cuales permiten diferenciar a la familia Enterobacteriaceae mediante la morfologia
colonial. (Nataro & Kaper, 1998; Vives-Soto & Difabio, 2010).

Normalmente E. coli establece una relaciéon simbiética con su hospedero y tiene una funcion
importante en la estabilidad de la microbiota intestinal, sin embargo, las infecciones causadas
por E. coli extraintestinales son la principal causa de morbilidad y mortalidad (Miranda-Estrada
etal., 2017).

Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas después del nacimiento y se le
considera un microorganismo de la microbiota normal, pero hay cepas que pueden ser
patégenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea. Para
determinar el grupo patdgeno al que pertenecen, Kauffman desarroll6 un esquema de
serotipificacion que continuamente varia y que actualmente tiene 176 antigenos somaticos (O),
112 flagelares (H) y 60 capsulares (K). El antigeno “O” es el responsable del serogrupo; la
determinacién del antigeno somatico y flagelar (O:H) indica el serotipo, el cual en ocasiones se

asocia con un cuadro clinico en particular (Rodriguez-Angeles, 2002).
Esta bacteria es considerada como un reservorio y transmisor de genes a otros miembros de la
microbiota humana. En los dltimos afios, se ha registrado un aumento importante de cepas de

E. coli resistentes a los antibiéticos. Esta resistencia, al estar codificada principalmente en
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elementos genéticos mdviles, facilita su diseminacién en diferentes ecosistemas, incluyendo el
humano (Umpierréz et al. 2020; Guillén et al., 2014).

2.5 Patotipos de E. coli

Como especie a la E. coli, se le conocen al menos 5 patotipos causantes de sindromes

diarreicos:

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Causante de la diarrea del viajero, este patotipo suele presentarse con frecuencia en zonas
tropicales, siendo nifios menores de tres afios los mas afectados. El cuadro clinico es
provocado por la accion de 2 tipos de toxinas: una termolabil y otra termoestable. Provoca
diarrea desde leve a grave, produciendo en grupos vulnerables cuadros de deshidratacion y
desequilibrio hidroelectrolitico que en algunos casos puede conducir a la muerte. El periodo de
incubacién es variable, desde horas hasta 2 dias. Los sintomas generalmente son: diarrea
acuosa, espasmos abdominales, astenia, nauseas y vomitos ocasionales, asi como febricula.
El tratamiento se basa en la hidratacion con sueros orales. En episodios de moderados a
graves se recomienda el uso de antibidticos como ciprofloxacino, rifaximina o azitromicina
(Gutiérrez et al., 2014).

E. coli enterohemorrégica (EHEC)

Denominada asi por la capacidad de producir colitis hemorragica, este patotipo se caracteriza
por compartir caracteres clinicos, patogénicos y epidemiolégicos con la cepa O157:H7 y un
subgrupo de E. coli verotoxigénico (VTEC) o E. coli productor de toxina Shiga. E. coli O157:H7
es el prototipo de un grupo de mas de 150 serotipos de E. coli que comparten el mismo
potencial patogénico. Produce cuadros de diarrea, colitis hemorragica, sindrome urémico
hemolitico (SUH) y puarpura trombocitopénica (PTT) (Rivero et al.,, 2004 & Huapaya et al.,
2001).
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E. coli verotoxigénica (VTEC) presenta las siguientes caracteristicas que determinan su
virulencia: a) Produccion de verocitotoxinas : verocitotoxina 1 (VT1) y verocitotoxina 2 (VT2),
asi denominadas por su efecto citopatogénico sobre células Vero20. Se denominan también
Shiga-like toxins (SLTs) por su relacion bioldgica y estructural con la toxina Shiga sintetizada
por Shigella dysenteriae tipo | o, Shiga toxins (Stx). Una vez fijada a su receptor las
verocitotoxinas son internalizadas a las células blanco (endoteliales, epiteliales y hematies que
presentan en su membrana el grupo glicolipidico) por un mecanismo de endocitosis (Rivero et
al., 2004).

E. coli enteroinvasiva (EIEC)

El mecanismo de patogenicidad de EIEC es la invasion del epitelio del colon; para ello el primer
paso es la adherencia de la bacteria a las vellosidades de la mucosa requiriendo de mucinasa y
adhesinas, para después entrar por endocitosis a la célula, y posterior multiplicacién de la EIEC
dentro de la célula y diseminacion a células sanas adyacentes. Los sintomas caracteristicos
son diarrea acuosa, con sangre y moco, pero algunos casos sélo presentan diarrea. Las cepas
de E. coli enteroinvasia (EIEC) se asocian mas con brotes que con casos aislados, en los
cuales la transmisién puede ser de persona a persona, por ingestion de alimentos y agua
contaminada, convirtiéndose en un patégeno importante en nifios mayores de seis meses
(Rodriguez-Angeles, 2002).

E. coli enteropatégena (EPEC)

E. coli enteropatégena fue la primera en describirse y es tal vez uno de los microorganismos
mas estudiados. La infeccién con EPEC es una de las causas mas comunes de diarrea infantil
en paises en vias de desarrollo. La evolucion de esta patologia se caracteriza por una
alteraciéon histopatologica en el intestino conocida como lesién A/E (adherencia y eliminacion)
La lesién se lleva a cabo mediante un mecanismo de virulencia complejo, que induce la
degeneracién de las microvellosidades y altera la morfologia normal de la region apical del
enterocito. La aparicion de diarrea de tipo acuoso es otra caracteristica tipica, que puede

ocurrir con diversos grados de intensidad, ademas de vomito y fiebre (Vidal et al., 2007).
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E. coli enteroagregativa (EAEC)

Se denomina asi por su capacidad para adherirse in vitro a células HEp-2, formando un
caracteristico patron de adherencia agregativo. Este patron de agregacion se ha asociado a la
presencia de un plasmido de 60-65 KDa, en el cual también se hallan codificados otros factores

de virulencia (Ruiz-Blazquez et al., 2005).

La E.coli enteroagragativa (EAEC) esta asociada con casos de diarrea crénica y persistente en
paises en desarrollo, ademas de ser uno de los patdégenos oportunistas mas relevantes que
afecta a los pacientes con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH). Aln no se conoce
exactamente el mecanismo de esta infeccion, sin embargo estudios han descrito un modelo de
las 3 etapas de la infeccion; 1. adherencia inicial a la superficie de la mucosa, 2. formacién de
biopeliculas y 3. induccion de respuesta inflamatoria y liberaciéon de toxinas (Taborda et al.,
2018).

E. coli de adherencia difusa (DAEC)

Este patotipo se caracteriza por no formar microcolonias cuando se adhieren a células HEp-2,
lo que le da el nombre de adherencia difusa. Estudios morfoldgicos han descrito que las cepas
de adherencia difusa (DAEC), generan un fenotipo inusual de adherencia celular sobre el
cultivo de células HEp-2, observandose la induccién de algunas proyecciones de la membrana
celular. Se sabe poco de su mecanismo de patogenicidad pero se ha caracterizado una fimbria
de superficie, conocida como F1845, involucrada en el fendbmeno de adherencia difusa. La
patologia causada por DAEC se caracteriza por la alteracion histopatolégica en el intestino,
conocida como lesion A/E (adherencia y borramiento), lesidon que se lleva a cabo mediante un
mecanismo de virulencia complejo, que induce la degeneracion de las microvellosidades y
altera la morfologia normal de la region apical del enterocito (Riveros et al., 2011; Rodriguez-
Angeles, 2002).
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2.6 Factores de virulencia en E.coli

Los factores de virulencia en E. coli le permite colonizar e infectar al hospedero. Entre estos
factores se encuentran los implicados en la adherencia de las bacterias a las células o
adhesinas (fimbrias tipo 1 y fimbrias tipo P), factores que permiten evitar o sobrevivir a los
sistemas de defensa del hospedero (como las capsulas y lipopolisacaridos), mecanismos de
adquisicion de nutrientes (sideroforos), proteasas, invasinas y toxinas (hemolisina y factor
citotéxico necrosante) y puede variar entre los diferentes sindromes o tipos de infeccion (Soto,
2006).

Fimbrias tipo 1: Las fimbrias estan formadas por filamentos de polimeros constituidos por
subunidades proteicas, donde se encuentran estructuras moleculares diferenciadas llamadas
adhesinas que se unen a receptores especificos situados en las membranas de las células
epiteliales del hospedante. Su estructura es muy similar a pelos que se extienden en la
superficie de E. coli y otros géneros de enterobacterias. Son necesarias para la colonizacién de
las vias urinarias por E. coli uropatdgena y su presencia aumenta la capacidad de infecciéon de

la bacteria, ademas de aumentar su persistencia (Risco et al., 2010; Gunther et al., 2001).

Céapsula: la capsula es uno de los factores de virulencia que las bacterias como E.coli han
desarrollado y que le permiten colonizar y sobrevivir a eventos como desecacion, la
opsonizacion, la fagocitosis y efectos bactericidas. Contiene el antigeno K, el cual es un
polisacérido acido situado en la superficie celular. El antigeno K1 en E. coli esta asociado con
el desarrollo de meningitis neonatal, bacteriemia e infeccion urinaria (Merino, 2018; Ardila-
Medina, 2010).

Toxinas: se han reportado una gran variedad de toxinas en E. coli, entre ellas la a-hemolisina,
capaz de lisar eritrocitos ocasionando la liberacién de hierro y otros nutrientes necesarios para
el crecimiento bacteriano. El factor citotdxico necrotizante induce la apoptosis de células
epiteliales de vejiga in vitro y disminuye la fagocitosis por polimorfonucleares. La toxina
secretada autotransportadora tiene actividad téxica contra lineas celulares de origen renal o de

vejiga (Faleiro, 2010).

Sidero6foros: La captacién de hierro de las bacterias es indispensable para sobrevivir. Existen
distintos mecanismos mediante los cuales estas pueden aprovechar el hierro presente en el

hospedero, entre ellos los sider6foros; ligandos de hierro de bajo peso molecular que se
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caracterizan por unir hierro con alta especificidad. Son producidos por muchas bacterias, y
hongos. La expresién de esta molécula esta condicionada a la falta de hierro libre en el
ambiente, ya que cuando este se encuentra disponible para la bacteria, los genes que la

codifican se encuentran apagados (Garrido, 2006).

Proteasas: Son enzimas que catalizan la degradacion de proteinas al hidrolizar los enlaces
peptidicos. Se encuentran presentes en todos los organismos vivos cumpliendo distintas
funciones a nivel celular, entre ellas modulacién y liberacibn de hormonas, proliferacion y
diferenciacién celular, etc. Algunas bacterias patdgenas oportunistas las producen y secretan

como factor de virulencia que les facilita la colonizacion de diferentes nichos (Fullana, 2014).

2.7 Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es un problema emergente a nivel mundial presente en diversas
bacterias, en especial en Escherichia coli, que tiene altos porcentajes de resistencia a la
ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol y acido nalidixico (Mosquito
et al., 2014). Este problema esta asociado al incremento en la mortalidad, hospitalizacion y
altos costos en el cuidado de la salud (Hassoun-Kheir et al., 2020). Su rapida propagacion ha
posicionado al sector salud en uno de los mas grandes retos debido a la disminucion de

alternativas farmacoldgicas ( Hao et al., 2020).

Los antibi6ticos han sido prescritos como apoyo a la terapia mecanica para reducir la carga
bacteriana a nivel subgingival. Sin embargo, algunas especies bacterianas han desarrollado
resistencia antimicrobiana debido a la prescripcién indiscriminada de antibiéticos, en especial
en Latinoamérica ademas de la gran facilidad con la que las bacterias pueden transferir
elementos genéticos mdviles a otras, en los que se almacenan genes que codifican para
distintas moléculas o mecanismos capaces de interferir con el antibidtico y evitar su efecto
(Alés, 2015; Cruz-Olivo et al., 2014).

En los dltimos afios se ha observado un incremento de la resistencia bacteriana a las
fluoroquinolonas debido a que son antibioticos de amplio espectro utilizados con frecuencia en
el campo clinico. La resistencia a quinolonas en enterobacterias estd dada con frecuencia por
mutaciones en los genes gyrA y parC que codifican la subunidad A de la ADN girasa y la

subunidad A de la topoisomerasa IV (Machuca et al., 2017). Cuando se comercializaron las

16



fluoroquinolonas a finales de la década de los ochenta del siglo xx, practicamente todas las
cepas de E. coli eran sensibles; hoy son resistentes el 34% de las cepas de hemocultivos en
Espafa (Alds, 2015).

Los B-lactdmicos son los antimicrobianos mas utilizados para el tratamiento de las infecciones
producidas por enterobacterias. La frecuencia de bacterias resistentes se ha visto
incrementada debido a la proliferacion y diversificacién de B-lactamasas, enzimas bacterianas
con capacidad de hidrolizar y conferir resistencia a los B-lactdmicos. La presencia de
enterobacterias productoras de B-lactamasas cobra mayor relevancia debido a que los
plasmidos portan los genes que codifican para estas enzimas, y van acompafados, por lo
general, de genes de resistencia a aminoglucdsidos sulfonamidas y tetraciclinas, y a que
ademas, en estas cepas se suele asociar también resistencia a las quinolonas (Rivera et al.,
2014).

2.8 Mecanismos de resistencia en E. coli

El aumento de la resistencia bacteriana a los antibioticos es motivo de gran preocupacion ya
gue dificulta el enfoque terapéutico de los pacientes infectados (Pérez et al., 2011). Esta
problematica se asocia principalmente al uso masivo de estos farmacos, ademas de la gran
facilidad con la que las bacterias pueden transferir elementos genéticos méviles a otras, en los
gue se acarrean genes que codifican para distintas moléculas 0 mecanismos capaces de

interferir con el antibidtico y evitar su efecto (Al6s, 2015).

Algunos mecanismos de resistencia a antibidticos en bacterias Gram negativas se describen a

continuacion:

Presencia de [(-lactamasas: las bacterias usan dos mecanismos para desarrollar resistencia
contra los B-lactdmicos, ya sea alterando la estructura de las proteinas de unién a la penicilina
(PBP Penicillin Binding Proteins), para reducir la atraccion entre los antibidticos y las PBPs o
por la producciéon de B-lactamasa, que es una enzima capaz de hidrolizar el anillo B-lactamico,

lo que provoca la inactivacion del antibiético (Abushaheen et al., 2020).

Bomba de eflujo: es un método de transporte activo que permite a la bacteria expulsar el

antibiético (aminoglucésidos) antes de que este pueda actuar. En este grupo de farmacos se
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encuentran las fluoroquinolonas, cloranfenicol y tetraciclina. Existen bombas de eflujo
multidrogo resistentes que estan codificados por cromosomas de forma variable y su expresion
en muchos casos es el resultado de mutaciones en genes reguladores. Por el contrario, las
bombas que actian en la salida de un farmaco especifico, estan codificadas por plasmidos y
otros elementos genéticos mdaviles (transposones, integrones) que llevan genes de resistencia
adicionales, y su adquisicion se ve agravada por su asociacion con la resistencia a multiples

farmacos (Poole, 2005).

Alteraciones en los sitios objetivo de los agentes antimicrobianos: este mecanismo es causado
por la mutacion de uno o mas de los genes que codifican los objetivos primarios y secundarios
de estos farmacos. Es el mas comun en la resistencia de fluoroquinolonas de alto nivel. La
region donde surgen mutaciones en los genes que codifican la resistencia a las
fluoroquinolonas son secuencias cortas de ADN conocida como la regién determinante de
resistencia a quinolonas (QRDR) (Redgrave et al., 2014).

Modificacibn de enzimas o inactivacibn de agentes antimicrobianos: Es una maodificaciéon
enzimatica, la adicién de un acetil, adenil o grupo fosfato de la enzima bacteriana hacia un sitio
especifico del antibiético, ocurre para modificarlo quimicamente e inactivarlo, haciéndolo
incapaz de unirse al sitio objetivo. En la inactivacion enzimética, la union directa de las
enzimas bacterianas a los antibiéticos y su desintegracion se produce principalmente por la

accion de escision hidrolitica de los antibidticos (Ramirez & Tolmasky. 2010).

2.9 Elementos genéticos méviles

Es a través de elementos genéticos moviles que una bacteria es capaz de transmitir genes de
resistencia a otra. Estos han sido identificados y entre los mas conocidos se encuentran los
plasmidos autotransferibles o movilizables, transposones conjugativos y no conjugativos, ADN
del bacteriéfago, integrones y cassettes genéticos de resistencia. La transferencia de estos
elementos entre diferentes bacterias puede ocurrir por conjugacion, transformacién o
transduccioén, procesos basicos de transferencia horizontal de genes entre bacterias (Gonzalez
et al., 2004).
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2.9.1 Integrones

Definidos por Hall y Collis (1995) como un elemento dinamico que contiene los determinantes
genéticos de los componentes de un sistema de recombinacién especifica de sitio que
reconoce y captura genes en casetes mdviles. El surgimiento y la evolucion dentro de los
integrones ha ganado mucha atencion durante las ultimas décadas debido a su relevancia con
la resistencia a antibiéticos. Estos elementos genéticos estan compuestos, en su forma mas
basica, de 3 partes principales: el gen integrasa integron (intl), un sitio adyacente de
recombinacion (attl) y el promotor (Pc) que permite la expresion de los cassettes genéticos de
resistencia que han sido integrados en el sitio attl (Figura 1). Esta estructura le permite acoplar
facilmente genes de resistencia bacteriana, factores de virulencia, nuevas funciones
metabdlicas, etc., lo cual otorga a la bacteria hospedadora una mayor capacidad para
adaptarse a nuevas condiciones de supervivencia (Di-Conza & Gutkind, 2010; Zhu et al.,
2020).

N

extremo s’wgonservado zona variable extrem‘c\:(s’ conservado

FIGURA 1. Representacion esquematica de la estructura basica de un integron y de la adquisicién de
cassettes genéticos de resistencia. intll: gen que codifica la integrasa clase 1; attl: sitio de
recombinacién del integron en el cual los cassettes son integrados; Pl : promotor que transcribe la
integrasa; PC: promotor que dirige la transcripcion de los cassettes integrados. attC: sitio de
recombinacion del cassette genético (esquema no dibujado a escala) (Gonzélez et al., 2004).
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En la mayoria de los integrones clase 1 descritos hasta ahora existe un extremo 3' altamente
conservado (3'CS) con los genes qgacEA1, sull y orfS5 que codifican resistencia,
respectivamente, a compuestos de amonio cuaternario, a bromuro de etidio, a sulfonamidas y a
una proteina con funcion desconocida. Los integrones de clase 1, 2 y 3 son los tres principales
tipos de elementos genéticos mdviles asociados con la resistencia bacteriana y han sido
detectados principalmente en bacilos Gram negativos fermentadores, de las familias
Enterobacteriaceae y Vibrionaceae, y en algunos no fermentadores, como Pseudomonas

aeruginosa y Acinetobacter baumannii (Gonzalez et al., 2004).

2.9.2 Plasmidos

Los plasmidos conjugativos y movilizables son las estructuras extracromosomales de mayor
importancia epidemiolégica, responsables de la propagacién horizontal de multiples genes de
resistencia (Redondo & Guillermina, 2007). Estos elementos genéticos son secuencias
pequefias y circulares de ADN autorreplicables que se encuentran fuera de las células
procariotas y eucariotas, y son transferibles de una célula a otra a través de los 3 mecanismos
antes mencionados (Transduccién, Transformacién y Conjugacién) (Abdulrahman & Ghanem,
2018).

Actualmente se conocen diferentes tipos de plasmidos, por ejemplo los integrativos, los cuales
tienen la capacidad de insertarse en el cromosoma bacteriano, rompiendolo
y situandose en su interior, quedando automaticamente su replicacion bajo el control
de los cromosomas bacterianos. Otro tipo de pladsmidos son los conjugativos o sexuales,
los cuales portan genes que codifican pilis en la superficie de la bacteria, y cuya funcion
es la transferencia de los plasmidos de célula a célula. Este tipo de plasmidos esta presente en
E. coli, ~conocido con e nombre de factor F, y en Pseudomonas,

en la que se le conoce con el nombre de plasmido K (Sanchez-B et al., 2012).

En las dltimas 2 décadas, las tasas de resistencia a quinolonas han ido en aumento en
practicamente todo el mundo, en donde los elementos asociados a esta resistencia han sido los
plasmidos, ademas de mutaciones cromosomicas en genes que codifican topoisomerasas de
clase Il o en los implicados en la permeabilidad o en la expulsion activa (Martinez-Martinez &
Calvo, 2010).
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2.9.3 Transposones

Un transposon es una secuencia de ADN que puede moverse de manera autosuficiente a
diferentes partes del genoma de una célula. Cada uno acarrea uno 0 mas genes que codifican
para enzimas que hacen posible su transposicion; esta puede causar
mutaciones en el cromosoma bacteriano o modificar el ADN, arrastrando un gen
codificador, rompiéndolo por la mitad o haciendo que desaparezca por completo, lo que
propicia que en estos lugares se lleve a cabo una reorganizacion del genoma bacteriano
(Sanchez et al., 2012).

Actualmente se conocen dos tipos de elementos transponibles; los denominados elementos IS
(Secuencias de Insercion); secuencias cortas de ADN (entre 750 y 1600 bp) que constan
Unicamente de genes que codifican las enzimas necesarias para la transposicion y en ambos
extremos una regién pequefia de nucledtidos en orientacion invertida, conocidas como
“Inverted Repeats” (IR), estos elementos se nombran con el prefijo IS seguido por un nimero.
Los transposones compuestos o0 clase 1 son elementos transponibles que contienen genes
adicionales, aparte de aquellos requeridos para la transposicion, como por ejemplo genes de
resistencia a antibiéticos, metales pesados, a marcadores catabodlicos y/o a toxinas (Di Conza
etal., 2013).

2.9.4 Locus marRy marO

La baja o nula respuesta a los farmacos por las bacterias se atribuye generalmente a la
adquisicion de multiples transposones y plasmidos que portan determinantes genéticos para
diferentes mecanismos de resistencia. Sin embargo, las descripciones de los mecanismos
intrinsecos que confieren resistencia han tomado relevancia en los Ultimos afios. El primero de
estos factores es la Resistencia a Antibioticos Multiple (mar) codificada cromosémicamente por
un locus en Escherichia coli. Estas mutaciones se han asociado a resistencias frente a
tetraciclinas, cloranfenicol, penicilinas, cefalosporinas, puromicina, &acido nalidixico y
rifampicina. Este locus se encuentra formado por dos unidades transcripcionales colocadas de
manera divergente que flanquean al operador marO. Un operon marC, que codifica a una
supuesta proteina integral de la membrana interna sin ninguna funcion aparente, pero que

parece contribuir al fenotipo Mar en algunas cepas. El otro operén comprende marRAB, que
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codifica el represor Mar (MarR), que se une a marO y negativamente regula la expresion de
marRAB, un activador (MarA), que controla la expresion de otros genes en el cromosoma, por
ejemplo, el regulén mar y una proteina pequefia (MarB) de funcién desconocida. (Alekshun &
Levi, 1997).

Estudios recientes han documentado la seleccion de mutantes de Mar, portadores de
mutaciones en MarR MexR u otros loci homoélogos en E. coli, P. aeruginosa y otros organismos
durante la quimioterapia antimicrobiana. Estos datos apoyan el papel de Mar como un factor

critico hacia el fracaso de la quimioterapia antimicrobiana (Hao et al., 2013).

2.10 Genes de resistencia en Escherichia coli

Estudios han reportado la presencia de genes de resistencia en E.coli (Saenz et al., 2004;) y en
muchos casos la presencia de mas de un gen, lo que ocasiona la multirresistencia bacteriana.
Algunos de estos genes son: floR (fluoroquinolonas), sul2 y sul3 (sulfametoxazol), aac(3)IV
(aminoglucésidos), gacA1 (desinfectantes), los integrones clase 1y clase 2 y el locus marR y
marO, en donde se llevan a cabo mutaciones que permite a la bacteria resistir el efecto del

antimicrobiano (Mosquito et al., 2014; Nicoloff et al., 2006).

2.11 Mecanismos de accidon de los antibiéticos

Los antibidticos presentan distintos mecanismos mediante los cuales inhiben el crecimiento
bacteriano (bacteriostatico) o causan su muerte (bactericida), algunos de estos son: Inhibicién
de la sintesis de la pared bacteriana, bloqueo de la sintesis de factores metabdlicos,
Inhibidores de B-lactamasas, alteracion del metabolismo o la estructura de los acidos nucleicos,
alteracion de la membrana citoplasmica e inhibicion de la sintesis proteica, entre otros (Calvo &
Martinez-Martinez, 2009).

2.12 Betalactamicos

Son un grupo de antibiéticos de origen natural o semisintético que se caracterizan por poseer
en su estructura un anillo betalactdmico. Actdan principalmente mediante 2 mecanismos:
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inhibicibn de la sintesis de la pared bacteriana e inducciébn de la autdlisis bacteriana.
Constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos y la mas utilizada en la practica
clinica. Se trata de compuestos de accién bactericida lenta, relativamente independiente de la
concentracion plasmatica, que presentan escasa toxicidad y poseen un amplio margen
terapéutico. Su espectro se ha ido ampliando a lo largo de los afios por la incorporacion de
nuevas moléculas con mayor actividad frente a los bacilos Gramnegativos; pero la progresiva
aparicion de resistencias adquiridas ha limitado su uso empirico y su eficacia en determinadas
situaciones. Se recomiendan para infecciones causadas por bacterias Grampositivas,
Gramnegativas y espiroquetas. No son activos sobre los micoplasmas porque estos carecen de
pared celular, ni sobre bacterias intracelulares como Chlamydia y Rickettsia (Suarez & Guidol
2009).

2.13 Cloranfenicol

El cloranfenicol es un antibiético de amplio espectro que es producido por diversas especies del
género bacteriano Streptomyces. Actualmente no se prescribe como medicamento de primera
eleccién, debido a su toxicidad sobre células sanguineas y médula Gsea, ademas de producir
reacciones adversas importantes como el sindrome del nifio gris en prematuros y recién
nacidos, caracterizado por vomitos, letargia, trastornos respiratorios, cianosis, distension
abdominal, hipotension e hipotermia. La resistencia a estos antibidticos se ve mediada por
diversos mecanismos, entre ellos por expulsion inespecifica y especifica del cloranfenicol y

resistencia mediante fosforilacion. (Morales et al., 2007).

2.14 Aminoglucdésidos

Los aminoglucésidos se fijan en la subunidad 30S del ribosoma, provocando una alteracion de
la sintesis de las proteinas. Son efectivos contra bacilos Gram negativos aerobios, excepto
Stenotrophomonas maltophilia y Burkholderia cepacia. La amikacina es la Unica activa sobre
Providencia, y la  tobramicina es la menos activa  sobre Serratia
marcescens. Suelen administrarse por la via parenteral, intramuscular, subcutdnea o
intravenosa (la mas recomendada) ya que estos antibiéticos no se absorben a través del tubo

digestivo. La via oral sélo se utiliza, de forma no consensuada, para la descontaminacién
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digestiva. Los principales efectos indeseables son la nefrotoxicidad por necrosis tubular aguda,
dependiente de la dosis, agravada por la hipovolemia y la prescripcién de otros farmacos
nefrotoxicos (Alfandari & Cannesson, 2016).

2.15 Tetraciclinas

Las tetraciclinas constituyen una familia de productos naturales (clortetraciclina, oxitetraciclina,
tetraciclina, demeclociclina) y semisintéticos (metaciclina, doxiciclina, minociclina, limeciclina,
rolitetraciclina, tigeciclina, PTK 7906) derivados de diferentes especies de Streptomyces spp.
Actlan inhibiendo la sintesis de las proteinas bacterianas mediante la unién a la subunidad
ribosomal 30S de las bacterias. Entran en el grupo de agentes bacteriostaticos, con actividad
frente a una gran variedad de microorganismos. La primera generacién de tetraciclinas la
constituyen los agentes mas antiguos, los menos lipofilicos y los de menos absorcion. La
segunda generacion se conforma por agentes con una mejor absorcion y mas lipofilicos En la
tercera generaciéon se encuentra las glicinas, Son analogos semisintéticos obtenidos tras
modificar la posicién 9 del anillo tetraciclico de los compuestos de las generaciones anteriores
(Vicente & Pérez 2010).

2.16 Quinolonas

Las quinolonas acttan inhibiendo las topoisomerasas, enzimas indispensables en la sintesis
del ADN y probablemente mediante la fragmentacién del ADN cromosémico. La efectividad y el
espectro aumentan de manera significativa cuando llevan un atomo de fldor en la posicion 6,
probablemente porque mejora la penetracion en tejidos y la unién a las topoisomerasas
bacterianas. La primera generacion incluye antibiéticos como acido nalidixico, acido pipemidico
poco usados en la actualidad. La segunda generacion presenta una mayor actividad frente a
Gramnegativos, incluida Pseudomonas aeruginosa, son activos frente a algunos patégenos
atipicos, pero tienen moderada actividad frente a Grampositivos y nula frente a anaerobios. La
tercera generacion mantiene las caracteristicas de las de segunda pero ademas tienen una
mejor absorcién por via oral y mejor actividad frente a P. aeruginosa, Grampositivos y

patégenos atipicos (Alés, 2009).
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2.17 Macrélidos

El mecanismo de accion de estos antibidticos consiste en unirse a distintas bases del centro
peptidiltransferasa del ARNr 23S. La unién se realiza mediante la formaciéon de puentes de
hidrégeno entre diferentes radicales hidroxilo del macrélido (especialmente entre el OH en
posicién 2’ del azucar desosamina) y determinadas bases del ARNr (especialmente, A2058 y
A2059), numeracion referida a E. coli. El nUmero de la base varia en cada especie bacteriana.
Se difunden a través de la membrana debido a su caracter lipofilico y probablemente por la
existencia de un transporte activo dependiente del calcio (Ca). La actividad que desempefian
se considera bacteriostatica contra la mayoria de los microorganismos. Sin embargo, a
concentraciones elevadas, frente a determinados microorganismos como S. pyogenes y S.
pneumoniae, especialmente cuando se hallan en fase de crecimiento logaritmico, pueden

comportarse como bactericidas (Cobos-Trigueros et al., 2009).

2.18 Glucopéptidos

Son activos frente a bacterias Grampositivas. Actian a nivel del peptidoglucano de la pared
bacteriana. Bloguean la sintesis del peptidoglucano y del crecimiento bacteriano (se unen a las
terminaciones peptidicas de la mureina, precursor del peptidoglucano, con lo que se impide su
polimerizacién). Esta actividad bactericida es lenta, a diferencia de la de las betalactaminas.
Los glucopéptidos son inactivos sobre las bacterias Gramnegativas, cuya pared es pobre en
peptidoglucano. Son antibiéticos reservados al uso hospitalario. Se pueden administrar en
monoterapia 0 en asociacién con aminoglucésidos y/o con rifampicina. Actualmente se utilizan
como antibidticos para infecciones graves por estafilococos multirresistentes, por tanto,
se consideran antibiéticos de reserva y su uso se tiene que justificar (Henard & Rabaud. 2012;
Rivera et al., 2014).

2.19 Sulfonamidas

Las sulfonamidas son antibiéticos sintéticos que se han utilizado ampliamente para tratar
infecciones bacterianas y protozoarias en humanos, animales domésticos y acuicultura, desde

su introduccion a la clinica practica en 1935. Su mecanismo de accion consiste en inhibir la

25



biosintesis de folato compitiendo con el sustrato natural acido p-amino-benzoico por unirse a la
dihidropteroato sintasa (DHPS), una enzima en la via de sintesis del acido félico (Phuong-Hoa
et al., 2008).

La resistencia a sulfonamidas en Escherichia coli puede estar mediada por mutaciones en el
gen cromosomico (folP) que codifica para la dihidropteorato sintetasa (DHPS), o con mayor
frecuencia a partir de la adquisicién de un gen de resistencia (sul), con el que existe una menor

afinidad por la sulfonamida (Perreten et al., 2003).

3. JUSTIFICACION

En los dltimos afios se ha registrado un aumento en la resistencia bacteriana en cepas de E.
coli, lo que conlleva a un incremento en la morbilidad de infecciones, asi como al alto costo en
la terapia farmacoldgica, por lo que el presente trabajo contribuye a determinar genes de
resistencia a quinolonas, sulfametoxazol, desinfectantes, integrones clase 1 y 2, ademas del

locus MarR y MarO presentes en las cepas de E. coli periodontales.

4. ANTECEDENTES

Vinué y colaboradores (2010) realizaron una caracterizacion de genes sul e integrones
presentes en E. coli. Se analizaron un total de 135 cultivos de sangre de pacientes del Hospital
San Pedro (Logrono, Espafia) durante el afio 2007 y se realizaron pruebas de susceptibilidad
bacteriana mediante la técnica de difusion de disco. Los resultados de resistencia fueron los
siguientes: ampicilina 54.8%, amoxicilina-acido clavulanico 7.4%; cefoxitina 1.5%, cefotaxima
8.1%, ceftazidima 3%, aztreonam 5.2%, acido nalidixico 40.1%, ciprofloxacina 28.9%,
gentamicina 14.9%, kanamicina 14.1%, estreptomicina 47.4%, tetraciclina 35.5%, sulfamida
52.6%, Trimetoprim/sulfametoxazol 35.5%, cloranfenicol, 11.1% e imipenem 0%. Se report6 la
presencia de integrones en el 40 % de los aislados. El integron clase 1 fue el mas frecuente
(39.3%). El gen sul fue reportado en 88.3 % (n=71) de las cepas de E. coli.
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Solberg y colaboradores (2006) estudiaron la distribucién de integrones que contienen casetes
de resistencia para Trimetoprim-Sulfametoxazol en un total de 505 cepas de E. coli, aisladas de
la orina provenientes de 228 mujeres con sintomas de infeccién en vias urinarias. El estudio
reveld la presencia de 38 y 27 cepas portadoras de los integrones clase 1y 2 respectivamente.
En 93% (n=25) de los aislados resistentes a Trimetoprim-Sulfametoxazol fue encontrado el

integron clase 1, lo que indica una correlacion positiva.

Pastrana-Carrasco (2012) determinaron la frecuencia del gen qacEA71 (resistente a
desinfectantes) y caracterizaron la resistencia a biocidas en 240 cepas clinicas de
enterobacterias productores de B-lactamasas de espectro extendido (EP-BLEE) causantes de
infecciones nosocomiales. Reportaron que todas las cepas de EP-BLEE fueron resistentes a
Clorhexidina y 80% a cloruro de benzalconio. El 68% de los aislamientos resistentes a biocidas

presento el gen qacEAT.

Céspedes y colaboradores (2010) estudiaron 153 cepas de enterobacterias en ocho hospitales
de la ciudad de Bogota de 2002 a 2005 con el fin de determinar la presencia de integrones
clase 1 y la relacion con su fenotipo de resistencia. De los aislamientos estudiados, 79.9%
presentd integrones clase 1. Los genes mas comunes fueron los que codifican resistencia a
estreptomicina (79.4%), trimetoprim (34.3%) y pB-lactdmicos (18.6%). Se encontré una
asociacion estadisticamente significativa entre la resistencia a estreptomicina y trimetoprim con

la presencia de integrones clase 1.

Yang y colaboradores (2010) secuenciaron un nuevo plasmido conjugativo (p42-2) que acarrea
genes de resistencia a multiples farmacos (qxAB, fosA3, y floR) aislado de la cepa 42-2 de
Escherichia coli, previamente identificada en China. Encontraron que p42-2 es un plasmido
guimera formado por un esqueleto de plasmido IncF basico con una gran region de
multirresistencia. Esta regién parece haber evolucionado a través de la integracion de multiples
determinantes de resistencia de diferentes fuentes por la accién de recombinacion. Esta
asociacion de genes de resistencia en el mismo plasmido significan un desafio en la terapia

farmacoldgica.
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Galvan y colaboradores (2016) determinaron las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) en cepas de E. coli de cultivos de orina de
pacientes de la comunidad en un laboratorio privado de la ciudad de Lima, Perd. Se evaluaron
53 cepas de E. coli por dos métodos fenotipicos: Jarlier y CLSI, el perfil de susceptibilidad se
realizé mediante el disco de difusiéon en placa y la caracterizacién genotipica mediante PCR
para los genes blaCTX-M, blaTEM y blaSHV. Las 53 cepas productoras de BLEE
representaron el 16.30% del total de cepas de E. coli. El perfil de susceptibilidad evidencio alta
resistencia a Ampicilina, Cefalexina, ceftriaxona(100%), Levofloxacin (87%), Norfloxacino
(92%), Ciprofloxacino y Acido Nalidixico (94%), cefuroxima (96%), trimetoprim-sulfametoxazol
(70%), Aztreonam (75%) y Tobramicina (85%). El gen bla mas frecuente fue blaCTX-M (55%),
seguido de blaCTX-M+TEM (24%), blaTEM (13%) y blaSHV (6%).

Caro y colaboradores (2007) realizaron un estudio de multirresistencia a antibiéticos en
infecciones urinarias en cepas E. coli mediante la técnica de disco de difusion en placa.
Encontraron que los antibiéticos con menor sensibilidad fueron ampicilina (43%), &cido
nalidixico (63,8%), trimetoprim-sulfametoxazol (69,3%) y ciprofloxacino (76,6%). El resto de los

antibioticos estudiados presento sensibilidades superiores al 80%.

Guiral et al. (2018) evaluaron la resistencia a los antimicrobianos de cepas de Escherichia coli
enteroagregativa (EAEC) y E. coli enterotoxigénica (ETEC). Se estudiaron un total de 39
aislados clinicos de EAEC y 43 de ETEC. Se determinaron las susceptibilidades de EAEC y
ETEC frente a ampicilina, amoxicilina, acido clavulanico, cefotaxima, imipenem, cloranfenicol,
tetraciclina, cotrimoxazol, acido nalidixico, ciprofloxacina, azitromicina y rifaximina a través del
método de difusién de disco. Los resultados mostraron, para EAEC los siguientes porcentajes
de resistencia mas elevados fueron: ampicilina (AMP) 56.4%; trimetoprim-sulfametoxazol (SXT)
59%; tetraciclina (TET) 51,3%; acido nalidixico (NAL) 43,6%; ciprofloxacina (CIP) 23% vy
azitromicina (AZT) 23%. Mientras tanto, los mayores porcentajes de resistencia de los aislados
clinicos de ETEC fueron AMP, 48,9%; AMC, 7%; CTX, 14%; SXT, 44,2%; CHL, 11,6%; TET,
39,5%; NAL, 44,2%; CIP, 21%; y AZT 14%. Para complementar el estudio, se determiné la

presencia de distintos genes de resistencia, entre ellos blaACT-20, el cual se detecté en dos
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cepas, una EAEC y una ETEC. 6 cepas presentaron el gen blaOXA-1 (cuatro EAEC y dos
ETEC).

Saenz y colaboradores (2004) analizaron distintos genes de resistencia dentro de integrones en
17 cepas de E. coli aisladas de animales, humanos y comida. Se encontraron un total de 15
genes de resistencia (blaTEM1b, aphAl, aphA2, aadAl, tetB, tetA, cmlA, dfrAl, sull, sul3 sul2
dfrA17 aadA2, dfrA12, y aadA5) distribuidos de forma homogénea en los aislados bacterianos.
Para la determinacion de los integrones clase 1 y 2 se analizé la presencia de los genes que
codifican para la integrasa (intll e intl2) presentes en los integrones. El gen intll se encontré en
12 cepas y el gen intl2 en 4. La regién variable se analizo en estas cepas y se encontraron los
genes aadAl (un aislado), dfrAl y aadAl (cuatro cepas), dfrAl, aadAl, dfrAl12, orfF, aadA2

(dos cepas), dfrA12 mas orfF mas aadA2 (dos cepas), and dfrA17 mas aadA>5 (tres cepas).

Kozak et al. (2008) evaluaron la distribucion de los genes sull, sul2, y sul3 (responsables de la
resistencia a sulfamidas) en cepas de Escherichia coli y Salmonella entérica en cerdos y pollos
de dos provincias importantes de Canada. Para E. coli el analisis const6 de 393 cepas de
pollos y 311 de cerdos y para Salmonella, 13 cepas de pollos y 221 de cerdos. Los genes sull
y sul2 se encontraron en E.coli y Salmonella de ambas especies animales. El gen sul3 se
detectd en las cepas de E. coli (solo en las cepas aisldadas de pollos) y Salmonella en ambas

especies. En el 3% de las cepas no tenia el gen sul detectable.

5. OBJETIVO GENERAL

Establecer la frecuencia de genes de resistencia a quinolonas, sulfametoxazol, integrones, el

locus mar y desinfectantes en cepas periodontales de E. coli.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la frecuencia de Escherichia coli en la enfermedad periodontal.
2. ldentificar los genes de resistencia a fluoroquinolonas (floR), y sulfametoxazol (sul2 y sul3)

en las cepas de E. coli.
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3. Estimar la presencia de los integrones clase | (intl1, class 1 integron region variable) y clase
Il (intl2, class 2 integron regién variable), en las cepas de E. coli.
4. |dentificar los genes de resistencia a desinfectantes (qacEAL) en las cepas de E. coli.

5. Determinar la frecuencia del locus marR y marO en las cepas de E. coli

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Origen de las cepas.

Para el desarrollo de este estudio se utilizaron un total de 96 cepas de Escherichia coli
previamente aisladas de pacientes con enfermedad periodontal que acudieron a la clinica de
endoperiodontologia de la FES lztacala. Las cepas de E. coli pertenecen al cepario del

Laboratorio de Analisis Clinicos de la CUSI, FES lIztacala.

6.2 Extraccion del DNA de E. coli por ebullicion.

Para la extraccibn del DNA bacteriano se tomd una asada de varias colonias de la E.coli
crecidas en Agar MH (Mueller Hinton) siguiendo una trayectoria recta a lo largo del diametro de
la caja de Petri. El in6culo se deposité en un tubo de ensayo de 16 x 150 mm estéril con tapon
de rosca que contenia 2 mL de agua desionizada estéril. Se suspendieron las bacterias en el
agua por agitacion en un Vortex durante 20s y los tubos se llevaron a bafio Maria (100 °C)
durante 20 minutos, acto seguido se enfriaron en hielo (0 °C) por 10 min. Utilizando puntas
estériles se tomé 1 mL de cada muestra y se depositd en un tubo eppendorf estéril. Las
muestras se centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 minutos. Del sobrenadante que contenia el
ADN bacteriano, se separé 1000 pyL y se depositd en otro tubo eppendorf estéril, el cual se
etiquetd y se almacené a -20 °C hasta su utilizacion para la reaccion de la PCR (Reaccién en

Cadena de la Polimerasa).
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6. 3 Identificacion de E. coli por PCR

La identificacion de E. coli se realiz6 por PCR mediante amplificacion del gen 16SrRNA (Lane,
1985). E. coli ATCC 11775 fue utilizada como control positivo. Para un volumen final de 20 pL
por mezcla de reaccion se emplearon 12.5 yL de Taqg DNA Polymerase 2x Master Mix RED
(Amplicon), 1 pL del primer forward, 1 uL del primer reverse (10 pmol, Integrated DNA
Technologies), 2.5 yL de agua libre de nucleasas y 3 pL de DNA template (100 ng). Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial a 95 °C por 5
minutos, 30 ciclos (desnaturalizacion por 30 segundos, alineaciéon a 55 °C por un minuto y

extensidn a 72 ° por 1 minuto). Finalmente la extensién se prolongdé por 5 minutos a 72 °C.

6.4 Deteccion del gen floR que codifica para resistencia a fluoroquinolonas

La deteccion del gen floR se realizé por el método de PCR convencional descrito por Doublet et
al. (2005). Para un volumen final de 20 yl por mezcla de reaccion se emplearon 12.5 uL de
Taq DNA Polymerase 2x Master Mix RED (Amplicon), 1 uL del primer forward, 1 pyL del primer
reverse (Tabla 2) (10 pmol, Integrated DNA Technologies), 2.5 uL de agua libre de nucleasas y
3 puL de DNA template (100 ng). La amplificacion del DNA se realizd bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacién inicial a 94 °C durante 5 minutos, 30 ciclos de 94 °C por 30
segundos, 50 °C durante 30 segundos y 72 °C por 1.5 minutos. Finalmente la extension se

prolong6 por 10 minutos a 72 °C.

6.5 Deteccidn del gen sul2 que codifica resistencia a sulfametoxazol

La deteccion del gen sul2 se realiz6 por el método de PCR convencional descrito por Doublet et
al. (2005). Para un volumen final de 20 ul por mezcla de reaccion se emplearon 12.5 uL de
Taqg DNA Polymerase 2x Master Mix RED (Amplicon), 1 pyL del primer forward, 1 puL del primer
reverse (Tabla 2) (10 pmol, Integrated DNA Technologies), 2.5 uL de agua libre de nucleasas y
3 uL de DNA template (100 ng). La amplificacion del DNA se realizé bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacién inicial a 94 °C durante 5 minutos, 30 ciclos de 94 °C por 30
segundos, 50 °C durante 30 segundos y 72 °C por 1.5 minutos. Finalmente la extension se

prolong6 por 10 minutos a 72 °C.
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6.6 Deteccion del gen sul3 que codifica resistencia a sulfametoxazol

La deteccion del gen sul3 se realizd por el método de PCR convencional descrito por Perreten
& Boerlin (2002). Para un volumen final de 20 ul por mezcla de reaccidon se emplearon 12.5 L
de Taq DNA Polymerase 2x Master Mix RED (Amplicon), 1 uL del primer 2.5 uL de agua libre
de nucleasas y 3 yL de DNA template (100 ng). La amplificacion del DNA se realizé bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94 ° C por 5 min, seguido de 30 ciclos a 94°
durante 30 segundos, 53 °C por 30 segundos, y 72 °C por 1 min. Finalmente una extension de
72 °C por 10 minutos.

6.7 Deteccion del gen intll e intl2 (Integron clase 1y 2)

La deteccién de los genes intll e intl2 que codifican la integrasa de los integrones clase 1y 2,
se realiz6 por el método de PCR convencional descrito por Ng et al. (1999). Para un volumen
final de 20 pl por mezcla de reacciéon se emplearon 12.5 uL de Taq DNA Polymerase 2x Master
Mix RED (Amplicon), 1 pL del primer forward, 1 uyL del primer reverse (Tabla 2) (10 pmol,
Integrated DNA Technologies), 2.5 uL de agua libre de nucleasas y 3 yL de DNA template (100
ng).

La amplificacion del DNA se realizé bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial a
94 °C durante 5 min y 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 62° C por 30 segundos y 72 °C

durante 60 segundos. Finalmente la extension se prolong6 porl0 minutos a 72 °C.

6. 8 Deteccién de los integrones clase 1y 2 (Regidn variable)

La deteccidn de la regién variable de los integrones clase 1y 2 responsables de la captacion y
diseminacion de genes de resistencia a través de casettes genéticos se realizd por el método
de PCR convencional descrito por Solberg et al. (2006). Para un volumen final de 20 uL por
mezcla de reaccién se emplearon 12.5 yL de Taq DNA Polymerase 2x Master Mix RED
(Amplicon), 1 pL del primer forward, 1 uL del primer reverse(Tabla 2) (10 pmol, Integrated DNA
Technologies), 2.5 yL de agua libre de nucleasas y 3 yL de DNA template (100 ng). La

amplificacion del DNA se realizd bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a
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una temperatura de 94 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C durante 1 minuto, y 72°C por

1 minuto. Finalmente la extension se prolong6 por 10 minutos a 72 °C.

6.9 Deteccidn del gen gacEA1 que codifica resistencia a desinfectantes

La deteccion del gen qacEA1 se realizd por el método de PCR convencional descrito por
Kazama en 1998. Para un volumen final de 20 uL por mezcla de reaccion se emplearon 12.5
ML de Tag DNA Polymerase 2x Master Mix RED (Amplicon), 1 uL del primer forward, 1 pL del
primer reverse (Tabla 2) (10 pmol, Integrated DNA Technologies), 2.5 yL de agua libre de
nucleasas y 3 uL de DNA template (100 ng). La amplificacién del DNA se realiz6 bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 94
°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos y 72 °C por 1 minuto. Finalmente la extension se

prolongé por 10 minutos a 72 °C.

6.10 Deteccién del locus MarR y MarO (Multiple resistencia a antibiéticos)

La deteccion del locus MarR y MarO involucrados en la multiple resistencia a antibiéticos se
realizé por el método de PCR convencional descrito por Park et al. (1998). Para un volumen
final de 20 pyL por mezcla de reaccidon se emplearon 12.5 yL de Tag DNA Polymerase 2x
Master Mix RED (Amplicon), 1 uL del primer forward, 1 pyL del primer reverse (Tabla 2) (10
pmol, Integrated DNA Technologies), 2.5 pyL de agua libre de nucleasas y 3 yL de DNA
template (100 ng). La amplificacion del DNA se realiz6 bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a una temperatura de 95 ° C durante 7 min, seguido de
30 ciclos a 95 ° por 1 min, 55 °C durante 1 min, 72 °C por 2 minutos. Finalmente una extension

de 72 °C por 5 minutos.

Tabla 2. Oligonucledtidos requeridos para la deteccion de genes de resistencia a antibiéticos y

desinfectantes.

Oligonucleétido Gen Secuencia 5'-3° Tamafio Referencia
(pb)
Florl floR CACGTTGAGCCTCTATAT 868
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Flor2

Sul2-F
Sul2-R
sul3-F
Sul3-R
Intl1-F
Intl1-R
Intl2-F
Intl2-R

Int-F
Int-R

Hep-F
Hep-R

Qac-F
Qac-R
MarR-R
MarR-F

sul2

sul3

intl1

intl2

Regién
variable
integrén
clasel
Region
variable
integrén
clase 2
gacEA1

marR vy

marO

ATGCAGAAGTAGAACGCG

CGGCATCGTCAACATAACC
GTGTGCGGATGAAGTCAG
CATTCTAGAAAACAGTCGTAGTTCG
CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGA
GGGTCAAGGATCTGGATTTCG
ACATGGGTGTAAATCATCGTC
CACGGATATGCGACAAAAAGGT
GTAGCAAACGAGTGACGAAATG
GGCATCCAAGCAGCAAG
AAGCAGACTTGACCTGA

CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGTA
GATGCCATCGCAAGTACGAG

GGCTGGCTTTTTCTTGTTATCG
TGAGCCCCATACCTACAAAGC
AGCTAGCCTTGCATCGCA
TACGGCAGGACTTTCTTAAGCA

6.11 Electroforesis y visualizacién

722

990

483

788

Variable

Variable

287

568

(Saenz et
al., 2004)

El amortiguador de pH para llevar a cabo la electroforesis de los amplicones de PCR fue Tris-

borato (TBE). Se preparé una solucion stock 10 X y se diluyé 1:10 con agua destilada.

Posteriormente se preparé el gel agarosa al 1% por calentamiento con el amortiguador de pH.

Cuando la agarosa se encontr6 fundida se adicion6 0.7 pL de Midori Green por cada 100 mL

de agarosa. Este colorante fluorescente se intercalé en la doble hélice del DNA y permitié

detectar bandas con al menos 1-10 ng de DNA al iluminar el gel con la luz ultravioleta.
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Finalmente se inici6 la electroforesis para lo cual se conectaron los electrodos: negativo en la
posicién que se colocaran las muestras; positivo hacia donde migraran las moléculas de DNA.
Para visualizar los amplicones de DNA, el gel se colocé dentro de un transiluminador de luz
ultravioleta (UV), el cual se encontré acoplado a un sistema de fotodocumentaciéon que permitié
analizar y fotografiar el gel.

7. RESULTADOS

7.1 Frecuencia de los genes

Para la realizacion de este estudio se analizaron un total de 96 cepas periodontales de E. coli
que fueron identificadas por PCR mediante amplificacion del gen 16rRNA (Figura 1). Los
porcentajes de deteccion de los genes floR (figura 5), sul2 (figura 6) y sul3 (figura 7) se
observan en la tabla 1. El porcentaje de la regién variable de los integrones clase |y clase 2 se
identificé en 64.5% (n=69) y 19.7% (n=19), respectivamente. Los genes intl 1 (figura 2), intl 2
(figura 3) y gacEAL (desinfectantes; figura 4) se presentaron en 34.3 % (n=33), 5.2 % (n=5) y
83.3 % (n=80), respectivamente. La presencia del Locus marR y marO se detect6 en el 52.8 %

(n=47) de las cepas analizadas (Tabla 2; Figura 7).

Tabla 2. Frecuencia de genes en 96 cepas de E. coli

Genes No. de cepas Porcentaje
floR 30 31.2
sul 2 44 45.8
sul 3 21 20.8
intl 1 33 34.3
intl 2 5 5.2
gacEAl 80 83.3
Region variable 69 64.5

Integron Clase |
Regidn variable 19 19.7
Integrén Clase |l
Locus marRy O 47 52.8
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El 56% (n=54) de las cepas analizadas presenté mas de 4 genes de resistencia, el 39% (n=38)
present6 de 1 a 3 genes y solo el 4.1% (n=4) no presentd ningdn gen asociado a la resistencia

de antibidticos o desinfectantes (Tabla 3).

Tabla 3. No. de genes presentes por cada cepa bacteriana

No.de genes No.decepas %

0 4 4.1
1 3 3.1
2 17 17.7
3 18 18.7
4 28 29.1
5 17 17.7
6 7 7.2
7 2 2.0
7.2 Visualizacion de electroforesis
1 2 3 4 5 6 7 8

500 pb

Figura 1. Deteccién del gen 16s rRNA (919 pb) por PCR. Carriles 2, 3 y 5-7: gen 16s rRNA, carril 4:
MWM: marcador de peso molecular (100 pb); carril 8: control positivo E. coli ATCC 11755; carril 1: control
negativo (sin DNA molde).
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Figura 2. Deteccion del gen floR (868 pb): . Carril 1, control positivo (cepa portadora del gen); carriles:
2,-3, 5-7: cepas positivas; carril 4: marcador de tamafio molecular (MWM) de 100 pb; carril 8: control
negativo (sin DNA molde).

Figura 3. Deteccién del gen sul 2 (722 pb.) . Carril 1, control positivo (cepa portadora del gen); carriles:
2-3, 5-7: cepas positivas; carril 4: marcador de tamafio molecular (MWM) de 100 pb; carril 8: control
negativo (sin DNA molde).
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Figura 4. Deteccion del gen qgacEAL (desinfectantes; 287 pb). Carril 1, control positivo (cepa portadora
del gen); carriles: 2-3, 57-7: cepas positivas; carril 4: marcador de tamafio molecular (MWM) de 100 pb;
carril 8: control negativo (sin DNA molde).

Figura 5. Deteccion del gen del integron clase | (intll; 483 pb). Carril 1, control positivo (cepa portadora
del gen); carriles: 2-3, 5- 7: cepas positivas; carril 4: marcador de tamafio molecular (MWM) de 100 pb;
carril 8: control negativo (sin DNA molde).
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Figura 6. Deteccion del gen intl2 (788 pb). Carril 1, control positivo (cepa portadora del gen); carriles: 2,-
3, 5- 7: cepas positivas; carril 4: marcador de tamafio molecular (MWM) de 100 pb; carril 8: control
negativo (sin DNA molde).

Figura 7. Deteccion del locus marR y marO (588 pb). Carril 1, control positivo (cepa portadora del gen);
carriles: 2,-3, 5- 7: cepas positivas; carril 4: marcador de tamafio molecular (MWM) de 100 pb; carril 8:
control negativo (sin DNA molde).
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8. Discusion

8. 1 Infecciones periodontales

En este estudio se analizaron un total de 96 cepas provenientes de pacientes con enfermedad
periodontal. La periodontitis asociada a E. coli ha sido descrita en paises como Chile; en un
estudio se reportd su presencia en 30.8 % de 27 pacientes con periodontitis, de los cuales 20
eran mujeres y 7 hombres y sus edades oscilaban entre 13 y 52 afios (Silva et al., 2008).

En Colombia se realiz6 un estudio microbioldgico de 69 pacientes con periodontitis (63,8%
mujeres), con un rango de edad entre 15 y 51 afios con predominio de adultos entre los 30 y 39
afios. En todos los pacientes se encontré prevalencia de microorganismos entéricos entre 7.2 y
17.4%, en el que E. coli fue la bacteria mas frecuente (Botero et al., 2008). En Argentina se ha
descrito la presencia de enterobacterias, en donde E. coli es una de las méas frecuentes al
encontrarse en 13% de muestras, de un total de 64 pacientes con periodontitis crénica. Su
presencia se asocia mas frecuentemente a hombres de entre 20 y 70 afios de edad (Gamboa
etal., 2013).

8.2 Resistencia a los antibiéticos.

La resistencia bacteriana a antibiéticos en cepas de E. coli ha sido ampliamente reportada
(Rendédn et al., 2012; Ahmed et al., 2010). En los ultimos afios la incidencia de la resistencia a
fluoroquinolonas se ha incrementado drasticamente (Orden y De la Fuente, 2001), asi como al
sulfametoxazol/trimetoprim, vancomicina, entre otros antibidticos utilizados en el campo clinico
(Varela et al., 2005).

En un reciente estudio realizado por Kim & Lee (2015) se reportd la presencia de cepas
periodontales resistentes a los antibiéticos, en los que destaca la resistencia a ampicilina en un
88% y 2% a la oxaciclina, ademas de encontrar resistencia a farmacos como Penicilina,
Ampicilina, cefepima, tetraciclina y gentamicina en el 90% de los cultivos bacterianos.

Actualmente se han identificado varios elementos genéticos que participan en la transferencia

de genes de resistencia de los cuales los mas conocidos son los plasmidos autotransferibles o
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movilizables. También se incluyen los transposones conjugativos y no conjugativos, integrones

y cassettes genéticos (Gonzalez et al., 2004).

En este estudio se analizaron un total de 96 cepas E. coli aisladas de pacientes con
periodontitis. Mediante PCR se determind la frecuencia de distintos genes de resistencia a
antibioticos y desinfectantes, los integrones clase | y clase Il, ademés del locus marR y marO.
El 95.8% de las cepas analizadas contenian al menos uno de estos elementos genéticos.

8.3 Deteccién de floR

El gen floR que codifica para la resistencia a cloranfenicol fue identificado en el 31% (n=30) de
las 96 cepas periodontales de E. coli (figura 2, tabla 2). Este resultado es semejante con lo
descrito por Fuentes et al., (2013) en cepas aisladas de plantas Tipo Inspeccion Federal, en
donde estudiaron genes de resistencia y reportaron la presencia del gen floR en 27% de las
cepas bacterianas. Por otro lado, Doublet et al., (2002) report6 la presencia de este gen en 21
de 22 cepas de E. coli aisladas de ganado bovino de Francia y Alemania, lo que indica una
frecuencia mayor con respecto a lo reportado en este estudio. Ahmed y colaboradores (2013)
reportaron la presencia del gen floR en 17.8% (n=13) de un total de 91 cepas de E. coli
aisladas de sangre provenientes de aves septicémicas, una cifra inferior a la que se describe
en el presente estudio. Actualmente no existe mucha informacién de este gen en cepas clinicas
de E. coli, por lo que no es posible hacer una comparacion directa con otros estudios en los

gue hayan analizado su frecuencia en cepas de origen humano.

8.4 Identificaciéon de sul2

El gen sul2 que codifica para la resistencia a sulfametoxazol de las 96 cepas estudiadas fue
identificado en 45 % (n=44) de las cepas (figura 3, tabla 2). Esto contrasta con lo descrito por
Kerrn et al., (2002) quien reportd la frecuencia del gen sul2 en el 13% (n=54) de las cepas de
E. coli previamente aisladas de pacientes con infeccién urinaria. Por otra parte Gundogdu et al.,
(2011) reporto6 la presencia del gen sul2 en 71% (n=69) de cepas uropatdégenas de E. coli
aisladas de pacientes mayores hospitalizados con infeccion en las vias urinarias en

Queensland, Australia, cifra que es superior a lo reportado en este estudio, al igual que lo
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descrito por Hammerum et al., (2006), quien reporta la presencia del 80% (n=28) del gen sul2
en cepas de E. coli aisladas de heces de personas sanas. Resultados similares obtuvo
Yahiaoui et al., 2015 en cepas uropatdgenas de Escherichia coli, donde describe la frecuencia

de este gen en 60.8%.

8.5 Identificacién de sul3

El gen sul3 que codifica para la resistencia a sulfametoxazol fue identificado en 21% (n=20) de
las 96 cepas (tabla 2). Este resultado difiere con lo reportado por Grape et al., (2003), quien
identificé el gen sul3 en 2 cepas de un total de 105 aislados urinarios clinicos. También con lo
reportado por Infante et al., (2005), al reportar este gen en 5% de cepas de E. coli aisladas de
heces de nifios sanos. Bean et al., (2005) no encontré la presencia del gen sul 3 en 178 cepas
clinicas de Escherichia coli. Estas diferencias podrian deberse al aumento de la resistencia en
enterobacterias ya que el sulfametoxazol ha sido utilizado ampliamente durante décadas para
tratar infecciones de origen humano y animal, lo que conlleva a la rapida propagacion de

bacterias resistentes (Skéld, 2001).

8.6 Identificacion Gen gacEA1

El gen gacEAl que codifica para la resistencia a desinfectantes fue identificado en 83.3%
(n=80) de las 96 cepas (figura 4, tabla 2), siendo el gen encontrado con mayor frecuencia en
este estudio. Pastrana y colaboradores (2012), mostraron resultados similares al estudiar 240
cepas de origen clinico de enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido
(EP-BLEE) colectadas durante 1990 a 2001 de hospitales de la Republica Mexicana, en donde
encontraron este gen en 68% de cepas clinicas. Najar et al., (2010) reportd la presencia de
este gen en 91% (n=121) de un total de 153 cepas de enterobacterias en centros hospitalarios
de Colombia, mostrando resultados similares con el presente estudio.

gacEAL esté distribuido ampliamente en bacterias Gramnegativas y al formar parte de la region
conservada 3” de los integrones clase |, hace que su distribucién sea mucho mas frecuente en

cepas multirresistentes que otros genes (Chuanchuen et al., 2007).
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8.7 Identificacion integron clase |

El integrén clase | se identifico en un total 34 % (n=33) de las 96 cepas periodontales (figura 5,
tabla 2). Esto en contraste con lo reportado por Najar et al., (2010) quien reporté la frecuencia
del integron clase | en 79.9% de un total de 153 cepas de enterobacterias aisladas de ocho
hospitales de la ciudad de Bogota de 2002 a 2005. Por otra parte, lo reportado en este estudio
coincide con Vinuéa et al., (2010), quien estudié un total de 135 cepas de Escherichia coli
aisladas de hemocultivos en un hospital de Espafa durante 2007 y observaron el gen intll con
una frecuencia del 38.5% (n=52). También con lo reportado por Ahangarkani et al., (2017)
quien reportd la frecuencia del gen intll en 22% (n=22) de 100 cepas de E. coli aisladas de
pacientes con infeccién urinaria.

El integron clase | es el mas frecuente aislado de cepas clinicas y su presencia se ha asociado

muy fuertemente a la multirresistencia (Kang et al., 2005).

8.8 Identificacién integron clase Il

El integron clase Il se identific6 con una frecuencia de 5.2 % (n=5) en las 96 cepas
periodontales (figura 6, tabla 2). Este resultado concuerda con el trabajo de Yu et al., (2003),
guien reportd la presencia de este integrén en 5% (n=29) de un total de 621 cepas de E. coli
uropatdégenas recuperadas en Korea durante un periodo de 20 afios (1980 a 2000). De igual
forma existe similitud con lo reportado por dos autores: Machado et al., (2005) y Asgharzadeh
et al., (2018), quienes describen la presencia del integrén clase 1l en 14 % (n=19) de 133 cepas
y 13% (n=25) de 193 cepas clinicas de Escherichia coli, respectivamente. Por otro lado,
Solberg et al.,, (2006) reporta la presencia de este integron en 28% (n=27) de 95 cepas

uropatogenas de E. coli analizadas, cifra superior a lo descrito en este estudio.

8.9 Regibn variable integrén clase |

La region variable del integron clase | se registré en 64.7 % de las 96 cepas periodontales. La
region variable del integron clase | corresponde a los cassettes genéticos dfrA17 , aadAb5,

aadAl dfrAl2 orfF aadA2d, dfrAl7 asociados a resistencia a antibiéticos como trimetoprim y
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aminoglucdsidos (Saenz et al., 2004; Nebbia et al.,, 2008). Este resultado coincide con lo
reportado por Chang et al., (2017), estudio donde reporta la frecuencia del integron calse | y su
region variable en cepas clinicas de E. coliy describe la presencia del gen intll en 64% de las
muestras y en la region variable la reportd 15 cassettes de genes diferentes, incluidos genes
gue codifican resistencia a los aminoglucésidos (aadAl, aadA2, aadA5, aadB, aacA4),
cloranfenicol (cmlA, catB8), trimetoprim (dfrAl, dfrA5, dfrA7, dfrA12, dfrA17), lincosamida (linF)
y genes desconocidos (orfD, orfF). El tipo mas comun de cassette, aadA, acarrerado por
integrones de clase 1 fueron los que confieren resistencia a la estreptomicina y
espectinomicina, que represento el 92% (n=207) de todos los cassettes. Por otra parte el
estudio llevado a cabo por Oliveira-Pinto et al., 2017 contrasta con el presente trabajo al
reportar en 28% (n=23) de cepas clinicas de E. coli la presencia de cassettes genéticos que
codifican resistencia a b-lactamicos (blaOXA-1), aminoglucésidos (aadAl y aadA5), trimetoprim
(dfrAl y dfrA17) y un ORF en la region variable del integrén clase |I.

8.10 Regidn variable integron clase

La region variable del integrén clase Il se registré en 19.5 % de las 96 cepas periodontales.
Esta regidén corresponde al cassette genético drfAl-satl-aadAl, el cual esta relacionado con la
resistencia bacteriana a trimetoprim, estreptotricina y estreptomicina, respectivamente (Su et
al., 2006). White et al., (2001) report6 resultados diferentes al identificar el integrén clase Il en 3
% (n=12) de cepas de Escherichia coli provenientes de aislados clinicos. Todas ellas contenian
los mismos cassettes genéticos: dfrAl, satl, y aadAl. Su et al., (2006) reporté la presencia del
genintl 2 en 3.6% (n=4) de cepas clinicas de E. coli, en las que todas presentaba los cassettes
dfrAl, satl and aadA. Povilonis et al., (2010) describi6 resultados similares en cepas de origen
animal y humano, en donde encontré el integrén clase Il en 14% de cepas de E. coli. Los

cassettes genéticos mas frecuentes fueron dfrAl-satl-aadAl.

8.11 Identificacion locus marRy marO

El locus marR y marO que confiere resistencia a multiples antibiticos se present6 en 52.8 %

(n=47) del total de las 96 cepas analizadas. Saénz et al. (2004) estudi6 cambios de
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amino&cidos en marR y las mutaciones de nucleétidos en la region del operador promotor
marO mediante PCR en 17 cepas de E. coli de origen humano, animal y alimentario. Los
resultados mostraron 15 cepas con sustituciones de Gly103Ser y Tyrl37His en el locus marR,
mismas que han sido encontradas en cepas clinicas resistentes. Maneewannakul et al., (1996)
evalu6 un total de 8 cepas clinicas de E. coli resistentes a quinolonas en las que el 100%
presentaban el locus mar y reportaron mutaciones en el operon marRAB en 3 de estas cepas,
mismas que se relacionan con el aumento en la expresién de la principal bomba de flujo AcrAB-

TolC de multiples farmacos (Warner et al., 2013).

9. Conclusiones

e En este estudio se demostré que las cepas de E. coli periodontales fueron portadoras
de genes de resistencia a quinolonas, sulfametoxazol, integrones, el locus mar y

desinfectantes.

e El gen gacEA, 1 que confiere resistencia a desinfectantes fue encontrado con mayor
frecuencia entre las cepas, seguido por floR (fluoroquinolonas) y sul 2 y sul 3

(sulfametoxazol).

e Los integrones clase 1 y clase 2, y el locus marR y marO se distribuyeron de manera

homogénea entre las cepas de E. coli.

e La elevada distribucion de los marcadores de resistencia a los antibioticos detectados
en las cepas periodontales de E. coli representa un factor de riesgo importante para la

agudeza o cronicidad de las infecciones de los pacientes.
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