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A qui ho llegeixi






| jumped in the river, what did | see?
Black-eyed angels swam with me

A moon full of stars and astral cars
And all the figures | used to see

All my lovers were there with me

All my past and futures

And we all went to heaven in a little row boat
There was nothing to fear and nothing to doubt

Radiohead — Pyramid Song
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Summary

The oral cavity is a widely colonised environment by bacteria, which grow in a biofilm, a
multispecies structure that confers many benefitial properties to the bacteria that form
it. Some of this benefits are a higher tolerance to chemical and mechanical stress, and
a higher communication and exchange of genetic material between microorganisms.
The growth of the biofilm, until the establishment of oral pathogens, may lead to
diseases such as caries, gingivitis or periodontitis. The use of antibiotics may be
indicated as an adjuvant for the treatment of periodontal disease. These treatments
might fail if resistance to the antibiotics administered are present. The indiscriminate use
of antibiotics has led to an increase of resistance and to the emergence of multidrug
resistance bacteria, creating a growing issue in modern medicine. Some international
organizations have underlined the importance of surveillance of antibiotic resistance and
their causes as an essential mesure to avoid its propagation. Moreover, they have
required the making of strategic guidelines to fight them. In this Thesis, we studied the
resistance of the oral microbiota to three of the main classses of antibiotics used in the

dental practice: tetracyclines, macrolides and B-lactams.

In this Thesis we worked with the subgingival samples of 129 individuals with good oral
health and with 130 patients with periodontitis. From these samples, we extracted the
microbiota resistant to tetracycline, amoxicillin and cefotaxime, and we studied the
prevalence of genes capable of conferring resistance to these antibiotics. In the
tetracycline resistant microbiota of both populations, we studied the prevalence of
eleven tet genes: tet(M), tet(W), tet(Q), tet(O), tet(32), tet(31), tet(L), tet(S), tet(37), tet(B)
y tet(K), and the multidrug resistance to six other antibiotics: amoxicillin, cefotaxime,
kanamycin, erythromycin, streptomycin and chloramphenicol. We observed a high load
of tetracycline resistant bacteria, a high prevalence of the different tet genes and high
percentages of multidrug resistant isolates. Moreover, the results indicated a wide

distribution of mobile genetic elements, which might be the carriers and propagators of
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these genes. The comparison between healthy subjects and patients with periodontitis
showed differences at the prevalence of the detected genes and the species that carried
them, as well as with the multidrug resistance profiles. Through the analysis of the tet
genes, we found many tet genes in some genera in which they had not been detected
before. This was the case of tet(B) in two Streptococcus oralis isolates, from which we
studied both its full sequence and its expression.

The microbiota resistant to B-lactams, the most used class of antibiotics in the dental
practice, was studied in the samples obtained from patients with periodontitis through
those isolates that grew on media with amoxicillin or cefotaxime. We found resistance
to these antibiotics in mots of the samples, together with genes that coded for B-
lactmases and extended expectrum f-lactamases, as well as high percentages of

mutidrug resistance to the tested antibiotics.

The results of this Thesis indicate that antibiotic resistances are widely distributed
among the subgingival microbiota of Spanish individuals. Moreover, the high prevalence
of antibiotic resistance genes, seem to indicate that the mouth is a reservoir of such
genes, with the ability to disseminate to other oral bacteria or even to other niches of the
human body. The detection of resistances to the different classes of antibiotics might
put in danger the future of the antibiotic therapy as an adjuvant of the periodontal
treatment. These results highlight the need to establish an exhaustive surveillance of
the evolution of antibiotic resistance of the oral microbiota, with the objective to establish

the necessary strategies in order to stop their growing propagation.
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Resum

La cavitat bucal és un ambient ampliament colonitzat per bacteris, els quals creixen en
forma de biofilm, una estructura multiespécie que confereix avantatges Uniques als
bacteris que hi creixen; com poden ser una major tolerancia al estrés quimic i mecanic
i una major comunicacié e intercanvi genetic entre els microorganismes. La maduracio
del biofilm oral fins a I'establiment de patogens, pot donar lloc a I'aparicié de patologies
com ara la caries, la gingivitis o la periodontitis. L'ds d’antibiotics pot fer-se necessari
com a tractament coadjuvant per a la correcta resolucié de les patologies periodontal.
Tanmateix, aquests tractaments podrien fracassar si existeixen resisténcies bacterianes

als antibiotics administrats. L’Us indiscriminat d’aquests

El seu Us indiscriminat ha portat a 'augment de les resisténcies i de I'aparicié de bacteris
multiresistents, fenomens, tots dos, que han generat un problema creixent per a la
medicina moderna. Diferents organismes internacionals han posat de manifest la
importancia de la monitoritzaci6 de les resistencies a antibiotics i de les seves causes
com a mesura essencial per evitar la seva propagacio. A més, han sol-licitat I'elaboracio
de guies d'estrategia per combatre-les. En aquesta Tesi es va estudiar la resisténcia de
la microbiota bucal a tres de les classes d'antibidtics més utilitzades en la practica

dental: tetraciclines, macrolids i -lactamics.

En aquesta Tesi Doctoral es va treballar amb les mostres subgingivals de 129 subjectes
amb bona salut bucal i 130 pacients amb periodontitis. D'aquestes mostres es va
extreure la microbiota resistent a tetraciclina, amoxicil-lina i cefotaxima i es va estudiar
la prevalenca de gens de resisténcia a aquests antibiotics. En ambdues poblacions es
va estudiar, en aquells microorganismes que van créixer en medi amb tetraciclina, la
prevalenca d'onze gens tet: tet(M), tet(W), tet(Q), tet(O), tet(32), tet( 31), tet(l), tet(S),
tet(37), tet(B) i tet(K), i la multiresisténcia a sis antibiotics: amoxicil-lina, cefotaxima,

kanamicina, eritromicina, estreptomicina i cloramfenicol. Es va observar una alta
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carrega de bacteris resistents a tetraciclina, una alta prevalenca de diferents gens tet i
elevats percentatges d'aillats multiresistents. A més, es van trobar indicis d'una amplia
distribucié d'elements genétics mobils, els quals podrien ser els possibles portadors i
disseminadors d'aquests gens. La comparacié entre subjectes sans i amb periodontitis
va evidenciar diferencies en la prevalenca dels gens detectats i de les especies
portadores, aixi com dels perfils de multiresisténcia. Mitjangant l'analisi de gens tet es
va detectar per primera vegada la presencia de certs gens en determinats generes
bacterians. Aquest va ser el cas de tet(B) en dos aillats de Streptococcus oralis. Aquest
gen es va analitzar en profunditat, estudiant tant la seqiiéncia completa de el gen, com
la seva expressio.

La microbiota resistent a B-lactamics, la classe d'antibiotics més utilitzada en la practica
dental, va ser estudiada en mostres de pacients amb periodontitis a partir dels aillats
que van créixer en medi amb amoxicil-lina o cefotaxima. Es va trobar resisténcia a
aquests antibiotics en la majoria de les mostres analitzades juntament amb gens que
codifiqguen per B-lactamases i B-lactamases d'espectre ampliat, aixi com elevats

percentatges de multiresisténcia als antibiotics testats.

Els resultats d’aquest estudi indiquen que les resisténcies a antibiotics estan
ampliament distribuides entre la microbiota subgingival de individus espanyols. A més,
I'elevada prevalenca de gens de resisténcia sembla indicar que la boca és un reservori
d'aquests gens amb capacitat per a disseminar-se a altres bacteris orals o fins i tot a
altres ninxols del cos huma. La detecci6 de resistencies a diferents classes d'antibiotics
podria posar en perill el futur de la terapia antibiotica com a coadjuvant de el tractament
de la periodontitis. Aguests resultats posen de manifest la necessitat d'establir una
monitoritzacié exhaustiva de I'evolucié de les resisténcies a antibiotics en la microbiota
oral, amb l'objectiu d'instaurar les estrategies necessaries per frenar la seva creixent

disseminacio.
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Resumen

La cavidad bucal es un ambiente ampliamente colonizado por bacterias, las cuales
crecen en forma de biofilm, una estructura multiespecie que confiere multitud de
propiedades beneficiosas a las bacterias que lo conforman entre las que estan una
mayor tolerancia a estrés quimico y mecanico y una mayor comunicacion e intercambio
genético entre los microorganismos. La maduracion del biofiim oral hasta el
establecimiento de patdgenos orales, puede dar lugar a la aparicion de patologias tales
como la caries, la gingivitis o la periodontitis. El uso de antibiéticos puede ser necesario
como tratamiento coadyuvante para la correcta resolucion de las patologias
periodontales; tratamientos estos, que podrian fallar en caso de existir resistencias a
los antibi6ticos administrados. Su uso indiscriminado ha llevado al aumento de las
resistencias y a la aparicion de bacterias multirresistentes, generando un problema
creciente para la medicina moderna. Ciertos organismos internacionales han puesto de
manifiesto la importancia de la monitorizacion de las resistencias a antibioticos y de sus
causas como medida esencial para evitar su propagacion. Ademas, han solicitado la
elaboracion de guias de estrategia para combatirlas. En esta Tesis se estudio la
resistencia de la microbiota bucal a tres de las clases de antibidticos mas utilizadas en

la practica dental: tetraciclinas, macrélidos y B-lactamicos.

En esta Tesis Doctoral se trabajé con las muestras subgingivales de 129 sujetos con
buena salud bucal y 130 pacientes con periodontitis. De estas muestras se extrajo la
microbiota resistente a tetraciclina, amoxicilina y cefotaxima y se estudi6 la prevalencia
de genes de resistencia a dichos antibiéticos. En ambas poblaciones se estudid, en
aquellos microorganismos que crecieron en medio con tetraciclina, la prevalencia de
once genes tet: tet(M), tet(W), tet(Q), tet(0), tet(32), tet(31), tet(L), tet(S), tet(37), tet(B)
y tet(K), y la multirresistencia a otros seis antibidticos: amoxicilina, cefotaxima,
kanamicina, eritromicina, estreptomicina y cloramfenicol. Se observé una alta carga de

bacterias resistentes a tetraciclina, una elevada prevalencia de distintos genes tet y
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altos porcentajes de aislados multirresistentes. Ademas, se encontraron indicios de una
amplia distribucion de elementos genéticos moviles, los cuales podrian ser los posibles
portadores y diseminadores de estos genes. La comparacion entre sujetos sanos y con
periodontitis arroj6 diferencias a nivel de la prevalencia de los genes detectados y de
las especies que los portaban, asi como de los perfiles de multirresistencia. Mediante
el analisis de genes tet se detecté por primera vez la presencia de ciertos genes en
determinados géneros bacterianos. Este fue el caso de la deteccion de tet(B) en dos
aislados de Streptococcus oralis, lo cual fue analizado en profundidad, estudiando tanto

la secuencia completa del gen como su expresion.

La microbiota resistente a B-lactamicos, la clase de antibiéticos mas utilizada en la
practica dental, fue estudiada en muestras de pacientes con periodontitis a partir de los
aislados que crecieron en medio con amoxicilina o cefotaxima. Se encontré resistencia
a estos antibiéticos en la mayoria de las muestras analizadas junto con genes que
codifican para B-lactamasas y B-lactamasas de espectro extendido, asi como altos

porcentajes de multirresistencia a los antibiéticos testados.

Los resultados del presente trabajo indican que las resistencias a antibidticos estan
ampliamente distribuidas entre la microbiota subgingival de sujetos espafioles. Ademas,
la elevada prevalencia de genes de resistencia parece indicar que la boca es un
reservorio de dichos genes con capacidad para diseminarse a otras bacterias orales o
incluso a otros nichos del cuerpo humano. La deteccion de resistencias a distintas
clases de antibiéticos podria poner en peligro el futuro de la terapia antibiética como
coadyuvante del tratamiento de la periodontitis. Estos resultados ponen de manifiesto
la necesidad de establecer una monitorizacion exhaustiva de la evolucién de las
resistencias a antibioticos en la microbiota oral, con el objetivo de instaurar las

estrategias necesarias para frenar su creciente diseminacion.
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1. Introduccién general
1.1 Biofilm oral

La cavidad bucal es un ambiante ampliamente colonizado por bacterias. La gran
variedad de superficies, nutrientes y condiciones ambientales existentes permiten la
presencia de distintos nichos ecolégicos (mucosa oral, dorso lingual, amigdalas, dientes
naturales o artificiales, etc.), lo cual, a su vez, propicia el establecimiento de un elevado

nuimero de especies bacterianas?.

La microbiota humana, conjunto de microorganismos que colonizan distintos tejidos del
cuerpo, suele vivir en una relacion de mutualismo con su hospedador, obteniendo
ambas partes beneficios de la relacién?. En el ambiente oral la microbiota esta
compuesta por un gran numero de especies distintas. Analisis recientes han estimado
una diversidad de aproximadamente 3.700 y 6.800 filotipos distintos en saliva y placa
supragingival respectivamente. Sin embargo, hay estimaciones que sugieren que la
diversidad total de la microbiota oral se podria situar alrededor de los 19.000 filotipos®.
Dentro de esta diversidad, se ha descrito que en estado de salud bucal existe un
“microbioma nucleo”, consistente en ciertas especies bacterianas que cominmente
estan presentes en el ambiente oral cuando no hay enfermedad. Se ha determinado
que los taxones predominantes en este ndcleo corresponden a Firmicutes (géneros
Streptococcus y Granulicatella), Proteobacterias (géneros Neisseria y Haemophilus),
Actinobacterias (géneros Corynebacterium, Rothia y Actinomyces), Bacteroidetes
(géneros Prevotella, Capnocytophaga y Porphyromonas) y Fusobacterias
(Fusobacterium)?. Estas especies crecen y coagregan en el ambiente oral formando
una estructura llamada biofilm oral, el cual esta compuesto por distintas capas de
microorganismos que se agrupan conformando poblaciones bacterianas diferentes®.

Este crecimiento en forma de biofilm otorga propiedades ventajosas tales como
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proteccion frente al entorno, captacion y metabolizado de nutrientes y eliminacién de

metabolitos dafiinos®.

1.1.1 Formacion del biofilm oral

El sustrato de adhesion del biofilm oral que crece sobre los dientes es una capa de
proteinas y glucoproteinas que se adhiere al esmalte dental (Figura 1). Al menos 10
proteinas distintas han sido identificadas como iniciadoras de esta pelicula adquirida,
entre las que se encuentran histatinas, estaterinas, glucosiltransferasas, lisozima,
cistatina y lactoferrina®. Estas proteinas se unen al esmalte debido a las interacciones
electroestéticas que se generan entre la doble capa i6nica de los iones de calcio y
fosfato del esmalte y de los grupos con carga o cadenas laterales con carga de las
proteinas®. La pelicula adquirida funciona como blanco para la union de las adhesinas
de los colonizadores primarios, los cuales pertenecen principalmente a géneros como
Streptococcus, Actinomyces, Capnocytophaga, Veillonella y Campylobacter, que se
adhieren mediante adhesinas a ciertos epitopos proteicos de la pelicula*®’. Los
fendbmenos de coagregacion bacteriana entre especies que componen el biofilm oral
presentan elevada especificidad. Pese a la alta diversidad de especies bacterianas y
de adhesinas que existen en el ambiente oral, se ha observado que hay una tendencia
evolutiva a favorecer la adhesion y, por lo tanto, al establecimiento del biofilm8°. Los
estreptococos y los actinomicetos ademas de coagregar entre si, también pueden
hacerlo con otros géneros bacterianos. Cuando se da esta situacion, se crea un puente
de coagregacion en el que uno de los implicados presenta en su superficie mediadores
de coagregacién que pueden servir para mas de un género o especie (Figura 2). Esta
propiedad permite que bacterias que en un principio no pueden coagregar entre si

formen parte del mismo complejo®.
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Figura 1. Micrografia captada por microscopia electrénica de transmision (TEM) de la pelicula
adquirida tras 2 horas de su formacion. Tamafio de la linea de referencia = 200 nm. Figura

S. oralis
S. mitis

extraida de la referencia 6.

Adhesin Receptor

S. oralis
S. sanguinis

Acquired Pellicle

Early I
Colonizers

Tooth Surface

Figura 2. Representacion esquemadtica de las interacciones que se dan entre bacterias orales y
las proteinas de la pelicula adquirida que se encuentra en la superficie dental. Figura extraida
de la referencia 8.
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En las 4 horas siguientes a una higiene oral profesional, entre un 47% y un 85% de la
poblacion bacteriana detectada corresponde a estreptococos'®. A partir de las 12 horas
se diversifica la poblacion y se incluyen especies de los géneros Capnocytophaga,
Haemophilus, Veillonella y Prevotella8. Uno de los pilares centrales para la diversidad
del biofilm oral son las fusobacterias y las corinebacterias. Estas aparecen a partir de
las 12 y 24 horas del establecimiento del biofilm, respectivamente, y tienen un
importante papel estructural, ejerciendo de puente entre los colonizadores tempranos y
los tardios. Los colonizadores tardios no suelen coagregar con los colonizadores
tempranos, pero si que lo hacen con fusobacterias como Fusobacterium nucleatum y
corinebacterias como Corynebacterium matruchotti (Figura 3)'%12, Los colonizadores
tardios son en su mayoria bacterias gramnegativas anaerobias estrictas, que estan
asociadas a patologias orales. Las especies mas relevantes corresponden, entre otros,
a los géneros Prevotella, Fusobacterium, Porphyromonas, Treponema, Campylobacter

y Tannerella51314,
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Figura 3. Representacion esquemadtica de un biofilm en el que se muestra como las bacterias
del género Corynebacterium (en morado) tienen un importante papel estructural (imagen
extraida de la referencia 12).
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Socransky y Haffajje3, a partir del andlisis de 13.000 muestras subgingivales obtenidas
de 185 sujetos adultos con distintas condiciones de salud bucal, postularon la existencia
de 6 grupos de especies bacterianas relacionadas entre si, a los que se les doté de
cédigos de colores: 4 grupos basicos para el establecimiento del biofilm con codigos de
colores: azul, morado, verde y amarillo; un grupo naranja encima de estos 4 grupos; y
un grupo rojo encima del naranja (Figura 4). Los colores son indicativos de una
progresion hacia la enfermedad periodontal, siendo los colores naranja y rojo los méas
relacionados con ésta. Este modelo piramidal ha sido ampliamente aceptado y supone
una herramienta util para entender la relacion que mantienen las especies del biofilm

oral con el nivel de salud periodontal.

P. gingivalis
B. forsythus
T. denticola

C. gracilis
C. rectus
C. showae
E. nodatum
F. nuc. nucleatum
F. nuc. polymorphum |
P, intermedia /
P. micros
P. nigrescens
_S. constellatus -

Actinomyces
species
V. parvula

A. odontolyticus

S. mitis
S. oralis
S. sanguis
Streptococcus sp.
S. gordonii
S. intermedius

E. corrodens
C. gingivalis
C. sputigena
C. ochracea
C. concisus
A. actino. a

Figura 4. Complejos de Socransky y Haffajje. En la base de la pirdmide se observan los 4 grupos
de colonizadores primarios. Encima de estos colonizadores se asienta el complejo naranja y
sobre este el rojo. La estructuracion del biofilm suele seguir el orden mostrado en el esquema,
aunque en menor medida se pueden dar casos en los que los complejos naranja o rojo asuman
el rol de colonizadores primarios, o que el complejo rojo se establezca encima de los
colonizadores primarios (imagen extraida de la referencia 5).
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Las bacterias que componen el biofilm oral se encuentran rodeadas de una matriz
extracelular secretada por ellas mismas y que esta compuesta principalmente por
polisacaridos, proteinas, lipidos y DNA extracelular'®. La composicién de la matriz varia
entre individuos del mismo modo que lo hacen las poblaciones bacterianas que la
producené-18, Dicha composicién, junto a factores ambientales, determina en gran
parte la morfologia del biofilm, pudiendo ser liso, rugoso, esponjoso o filamentoso®.
Mediante la degradacién mecéanica o enzimatica de la matriz extracelular, el biofilm
consigue llegar a su fase final: la dispersion. Esta se puede dar por erosion,
desprendimiento o por sembrado!®-2%. En los dos primeros casos la dispersion se puede
producir activa o pasivamente, mientras que el sembrado siempre es un procedimiento
iniciado por las propias bacterias!®. Cuando existe escasez de nutrientes o las
condiciones ambientales se vuelven adversas??, puede iniciarse un proceso de
dispersion por sembrado, en el que se facilita el desprendimiento de células del biofilm
mediante la sintesis de enzimas como la dispersina B sintetizada por Aggregatibacter
actinomycetemcomitans?3, la hialuronidasa de Streptococcus intermedius? o la enzima
SRPE (surface-protein-releasing enzyme) de Streptococcus mutans®®. Estas bacterias
desagregadas fluyen en la corriente de saliva hasta que interaccionan con un sustrato
de adhesién y forman un nuevo biofilm*® (Figura 5).
N

Figura 5. Fases de crecimiento de los biofilms: el biofilm empieza con la adhesion de una célula
en una superficie (A). Después de adherirse, las células se replican y forman una matriz de
polisacdridos protectora (B). El biofilm va madurando y creciendo tanto en nimero de células
como en volumen y complejidad de la matriz extracelular, formdndose estructuras que
aumentan su viabilidad (Cy D). Finalmente, el biofilm puede llegar a la fase de dispersion, en
la que células del mismo pueden desprenderse e iniciar un nuevo biofilm (E).
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1.1.2 Propiedades del biofilm oral

El biofilm oral permite a las bacterias que lo componen la creacién de cadenas tréficas
en las que los metabolismos de unas y otras se complementan, sintetizando nutrientes
asimilables a partir de la saliva y otras fuentes nutricionales?%-28, Los nutrientes difunden
por los canales acuosos gque atraviesan la matriz extracelular y que a su vez también

sirven como conductos donde verter los residuos metaboélicos?9-31,

Crecer en biofilm también otorga a las bacterias una mayor resistencia al estrés
ambiental y a los tratamientos que se usen para combatirlo32-34, Al ser una biopelicula
adherida a una superficie, resiste mucho mejor el estrés mecénico que las células en
estado plancténico. No solo su capacidad de adherencia le asegura un punto de anclaje,
sino que también presenta un comportamiento viscoelastico que le permite resistir la
fuerza de cizallamiento que otros fluidos ejercen sobre éI°-37, Por otra parte, la matriz
extracelular disminuye la permeabilidad del biofilm a agentes quimicos como los
antibidticos (Figura 6) u otros antisépticos, asi como a los anticuerpos del sistema
immunoldgico, los cuales ven dificultada su capacidad de interaccionar con sus
epitopos de la superficie de las bacterias3?3839, A esta menor permeabilidad hay que
afadirle la existencia de células en el biofilm que se encuentran en un estado latente y
gue por lo tanto, no pueden verse afectadas por aquellos antibidticos que dependen de

la sintesis de proteinas o de la division celular para ser efectivos?4041,

Ademas de todo lo anterior, el intercambio genético que se da dentro del biofilm
incrementa la tolerancia a antimicrobianos de los microorganismos que lo componen.
La elevada densidad bacteriana de especies distintas facilita que se den fendmenos de
conjugacion, transformacion y transduccion“?. La alta diversidad de especies que existe
en el ambiente oral (y por ende el enorme pool de genes distintos disponibles) da lugar

a un abanico enorme de posibilidades de transferencia de genes*344,
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Figura 6. Efecto de los antibidticos en biofilms bacterianos in vitro a lo largo de su crecimiento.
En el estudio se eligieron los antibidticos mds usados en el tratamiento periodontal:
amoxicilina (rojo), metronidazol (azul), amoxicilina/metronidazol (verde), amoxicilina/dcido
clavuldnico (celeste), tetraciclina (naranja), doxiciclina (amarillo) y minociclina (blanco). Cada
biofilm conto con un control sin tratar en el que se midieron las unidades formadoras de
colonias para poder comparar el efecto del antibidtico. Notar como la efectividad de los
antibidticos disminuye drdsticamente a partir del quinto dia (grdfico extraido de la referencia
178).

1.1.3 Patologias causadas por el biofilm oral

El biofilm oral es considerado como una de las principales causas de la caries dental y
de las enfermedades periodontales. Si bien es cierto que las enfermedades bucales
han sido relacionadas con ciertas comunidades microbianas, hay microorganismos
concretos que han podido ser aislados recurrentemente de sitios con caries, como S.
mutans*®; o de sitios con periodontitis, como A. actinomycetemcomitans, Filifactor

alocis, Tannerella forsythia, Treponema denticola y Porphyromonas gingivalis*®.
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1.1.3.1 Caries

La caries es una patologia causada por la desmineralizacién del esmalte, la fraccion
inorganica del diente, debido a su solubilidad a pHs bajos*’. Esta disminucién de pH
puede ser debida a los metabolitos bacterianos que son fruto del metabolismo de
azlcares de la dieta como el dextrano o fructano“®. La exposicion prolongada a pHs
bajos permite la proliferacion de aquellas especies bacterianas que toleran mejor estas
condiciones, como S. mutans, bacterias del género Lactobacillus y del género
Veillonella*®. Estas especies bacterianas, por su catabolismo &cido, prolongan la
situacion de acidez. Cuando se alcanzan valores criticos de pH 5 — 5,5, la hidroxiapatita
del esmalte actGa como tampdén°5l, No obstante, uno de los principales mecanismos
de remineralizacion que permite revertir el dafio causado por la bajada de pH es la
produccion de saliva. Su secrecién se estimula tras la ingesta de alimentos y, ademas
de actuar como tampon®, los iones de calcio y fosfato presentes en elevadas
concentraciones se van depositando paulatinamente en la superficie dental gracias a
proteinas ricas en prolina como la estaterina®. Pese a estos mecanismos de proteccion
y reparacién, una exposicion repetida a azlcares metabolizables por bacterias
acidéfilas aumenta el tiempo en que el esmalte esta sometido a pHs acidos,
sobrepasando la capacidad que tiene la saliva de tamponarlo y provocando caries®

(Figura 7).

() Three meals per doy pottern
[Breakfast Lunch Dinner -—CF

(b) Three meals plus four sucrose snacks
[ Breakfast Lunch Dinner

Gun‘ llz‘pm * .‘G.nm “lo‘pm
Time
Figura 7. Representacion grdfica de la repercusion que tiene en el pH oral la ingesta de
comidas 3 veces al dia (a) y 3 veces al dia pero incluyendo alimentos ricos en sacarosa entre
comida y comida (grdfico extraido de la referencia 52).
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1.1.3.2 Periodontitis

La periodontitis es una enfermedad crénica multifactorial asociada a un biofilm
dishidtico, con una prevalencia mundial del 11%%°, que cursa con inflamacién de los
tejidos periodontales y que puede derivar en la pérdida de piezas dentales debido a la
destruccion del hueso alveolar que sirve de soporte al diente®657, La periodontitis viene
precedida en la mayoria de casos por la gingivitis, la cual es una de las enfermedades
orales méas prevalentes entre la poblacion mundial®®. Esta puede aparecer tras 2 0 3
semanas de acumulacion de placa sin perturbacion, es decir, sin ningun tipo de higiene
oral®®. Se caracteriza por la inflamacion gingival del tejido blando, sin pérdida de
adhesion del tejido conectivo ni degradacion 6sea. Sin embargo, en la periodontitis
ocurre la separacién de las fibras de coladgeno del cemento dental y los eventos
inflamatorios asociados a la pérdida del tejido conectivo dan lugar a la reabsorcion ésea
alveolar®®. Pese a que la gingivitis precede a la periodontitis, solo una minoria de
individuos con gingivitis desarrollan periodontitis®®. Asi pues, la susceptibilidad que
presenta el huésped a los patégenos periodontales juega un papel muy importante®263,
Por ejemplo, se ha descrito que diferencias genéticas relacionadas con el sistema
inmunolégico como alteraciones en los genes de la IL-1, el receptor de la vitamina D o
el receptor N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) tienen relaciéon con la
enfermedad periodontal®®. Ademas, hay un mayor riesgo de padecer periodontitis si
existen antecedentes familiares®5-67 o si se tienen ciertos habitos poco saludables como
la falta de higiene oral o el tabaquismo, que pueden aumentar las probabilidades de
padecer periodonditis y fomentar tanto la gravedad como la distribucién de la

enfermedad®®.

El diagnéstico de periodontitis se basa en las siguientes variables clinicas: 1) presencia
o0 ausencia de signos de inflamacién 2) profundidad de sondaje y sangrado 3) alcance

y patrén de pérdida de hueso y nivel clinico de insercién 4) historia médica y dental del
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paciente 5) presencia o ausencia de un conjunto de signos y sintomas tales como
ulceracion y cantidades observables de placay calculos®®-71, La profundidad de sondaje
(distancia que hay desde el margen gingival hasta la base de la hendidura sondada) es
una herramienta (til y répida para analizar la profundidad de las bolsas periodontales,
donde habitan los microorganismos periodontopatdégenos. Sin embargo, el nivel clinico
de insercién (distancia que hay desde el punto de unién del esmalte y el cemento dental
respecto a la base de la hendidura sondada), pese a ser una medida mas dificil de
obtener, da una mayor informacion del dafio periodontal y de la perspectiva de
resolucién del tratamiento’. Hasta 2017, la periodontitis se diagnosticaba como crénica
0 agresiva y localizada o generalizada’. La periodontitis agresiva se consideraba
aquella periodontitis donde se observaba un avance muy rapido de la enfermedad,
mientras que la crénica era aguella con un avance gradual en el tiempo. Sin embargo,
en 2017 la clasificacion de la enfermedad periodontal se actualizé, dividiendo la
enfermedad periodontal en 4 estadios, de menor a mayor gravedad, basados en las
variables clinicas previamente mencionadas. Estos estadios se complementan con una
gradacion de la A a la C, donde se valora el riesgo de progresion de la enfermedad de
acuerdo al estado de salud general del paciente, incluyendo tabaquismo y diabetes

entre otras variables clinicas sistémicas’.

Para la deteccion de periodontopatégenos se han desarrollado andlisis de DNA76-78,
perfiles antigénicos™-8! y actividades enzimaticas®?8. Estas herramientas son Utiles
para determinar la presencia o ausencia de microorganismos, pero, con la excepcion
de algunas técnicas especificas®4, no aportan informacion acerca de su susceptibilidad
a antimicrobianos. Para obtener esta informacion suele ser necesaria la realizacion de

ensayos en los que los microorganismos deben ser cultivados en el laboratorio®®.

El control de la placa dental es la primera opcién para prevenir enfermedades

periodontales y va dirigido a la eliminacién de los factores etiolégicos de la gingivitis y

13



Introduccion

la periodontitis'. Uno de los métodos mas efectivos y contrastados es la higiene
mecénica profesional, orientada a la eliminacion de la placa supragingival y de los 1-3
primeros mm de placa subgingival®l. La higiene mecanica profesional se puede
complementar con la aplicaciéon de moléculas antisépticas, antiplaca o antimicrobianas
(sin incluir antibiéticos) tales como la clorhexidina, que aportan un efecto bactericida
6186 Si bien su uso puede reducir la microbiota, incluida la peridontopatégena, de las
bolsas periodontales®”-2°, para el tratamiento de la periodontitis suele ser necesario el
raspado y alisado radicular o cirugia periodontal®. El raspado y alisado radicular (RAR)
consiste en la eliminaciéon de la placa y célculos en la superficie de la raiz dental
mediante el raspado con cureta, y en la eliminaciéon de aquel cemento dental o dentina
superficial que esté contaminada por toxinas o microorganismos®. Esta técnica tiene
buenos resultados y normalmente es suficiente para detener la enfermedad y volver a
un estado de salud periodontal®® sin tener que recurrir a la cirugia®?. En ocasiones, el
RAR puede ser complementado con la administracion de antibidticos como tratamiento
coadyuvante®®-%%, Los antibidticos, ya sea via fluido gingival crevicular al ser
administrados sistémicamente o por difusién simple al ser administrados localmente,
permiten una accion antibacteriana en aquellos recovecos del surco gingival en los que
la terapia mecanica no es efectiva, aumentado asi la eficacia del tratamiento®:. Los
antibiéticos mas utilizados en periodoncia incluyen la amoxicilina (AMX), metronidazol
(M2), azitromicina (AZM) vy tetraciclinas (TET), ya sea administrados local o

sistémicamente®s.
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1.2 Tetraciclinas

Las TETs son un grupo de antibiéticos de amplio espectro descubierto a principios de
los afios 40 del siglo XX%. Investigadores de los laboratorios Lederle, de la compariia
Cyanamid, iniciaron una busqueda de nuevos antibiéticos para comercializarlos. A partir
de muestras de suelo, aislaron un gran nidmero de cepas bacterianas con actividad
antimicrobiana, de las cuales destacaron una cepa de Streptomyces, posteriormente
nombrada Streptomyces aureofaciens, que originaba una colonia amarillenta que
inhibia el crecimiento de un gran nimero de cepas bacterianas a la vez que creaba
grandes halos de inhibicién en agar. El compuesto producido por S. aureofaciens se
denominé aureomicina (clortetraciclina) y fue aprobado por la U.S. Food and Drug
Administration (FDA) en 1948, y utilizado inmediatamente en la préactica clinica con
éxito. Poco después, investigadores de la compafiia Pfizer aislaron Streptomyces
rimosus, el cual producia un compuesto parecido a la aureomicina, pero mas soluble
en agua y con una mayor actividad biologica. Al compuesto lo llamaron terramicina

(oxitetraciclina) y fue aprobado por la FDA en 1950100101,

La estructura quimica de ambos compuestos se publico en 1952, y se observo que
ambos antibiéticos compartian un nucleo de naftaceno donde las diferencias radicaban
en que la terramicina tenia un grupo hidroxilo en la posiciéon C5 y en la posicion C7
faltaba un atomo de cloro (Figura 8)'°2, Ese mismo afio, y con la estructura ya conocida,
Lloyd Conover, de Pfizer, hipotetizd que la aureomicina podria ser mas eficaz sin el
atomo de cloro, por lo que sintetizé un derivado sin dicho atomo al que llamé TET. La
TET demostré ser mas potente, mas soluble y con una actividad farmacoldgica mas
favorablel®, Con la aparicion de la TET y el conocimiento estructural de la terramicina
y la aureomicina, se cambié el nombre de las dos ultimas, llamandolas oxitetraciclina y
clortetraciclina respectivamente, adecuando los nombres a las caracteristicas

estructurales que presentaban.
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Los siguientes derivados fueron la doxiciclina y la minociclina, aprobados por la FDA
para su uso clinico en 1967 y 1971, respectivamente. La doxiciclina se sintetiz6 a partir
de la metaciclina, un derivado de la oxitetraciclina a la que se le modificd la posicion
C6, halogenandola y deshidratandola. A su vez, la metaciclina sirvié de base para la
sintesis de la doxiciclina, sustituyendo el grupo metileno en la posicién C6 por un grupo
metilo'94105, La sintesis de la minociclina parte de la demeclociclina, una TET producida
por una cepa de Streptomyces genéticamente modificada y cuya diferencia respecto a
la clortetraciclina era la carencia de un grupo metilo en la posicién C6%, A esta TET se
la despojo del grupo hidroxil en la posicion C6 y del &tomo de cloro en la posicion C7
con tal de conseguir la TET mas basica con actividad antimicrobiana, llamada
sanciclina. A la sanciclina se le afiadié un grupo dimetilamino en la posicién C7, dando
paso a la minociclina, cuyas propiedades antibacterianas y farmacoldgicas eran

superiores a las TETs de primera generacion e incluso a la doxiciclina??,

En la década de los 80 se reactivé la sintesis de derivados de las TETs y se sintetiz6 la
tigeciclina adicionando un grupo t-butil glicilamida en la posicion C9 de la minociclina,
siendo aprobada para uso clinico por la FDA en 20061%. La omadaciclina y la
eravaciclina son dos nuevos derivados de las TETs que aln se encuentran en fase de
estudio. Ambos, al igual que la tigeciclina, parten de la minociclina. En el caso de la
omadaciclina se afiade un grupo t-butil dimetilamino en la posicion C9'%°, mientras que
en el caso de la eravaciclina se sustituye el radical dimetilamina de la posicion C7 por
un atomo de fldor y, ademas, se afiade el grupo pirrolidinoacetamido en la posicién

ano_

Debido a su amplio espectro y escasez de efectos secundarios, las TETs fueron
ampliamente usadas desde su descubrimiento®. Se han empleado para el tratamiento
de infecciones del tracto respiratorio, enfermedades de transmision sexual e incluso

como tratamiento antiacné'*'*12, También se han usado TETs para tratar infecciones
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en animales y como promotor del crecimiento en granjas debido sus efectos

antiinflamatorios sobre el tracto gastrointestinal del ganado'!3. Este uso tan extendido

ha potenciado la aparicion de resistencias en diversos microorganismos, provocando

que cayeran en desuso debido a su ineficacia. Sin embargo, con la aparicion de nuevas

resistencias y la sintesis de una nueva generacion de tetraciclinas, éstas han vuelto a

ganar importancia®.

1.2.1 Clasificacion

Actualmente existen tres generaciones de TETs:

Primera generacion: clortetraciclina, oxitetraciclinay TET. Son aquellas TETs
que se aislaron directamente de las cepas de S. aureofaciens y S. rimosus en
el caso de la clortetraciclina y la oxitetraciclina, respectivamente. Con una
ligera modificacion se obtuvo la TET a partir de la clortetraciclina.

Segunda generacion: metaciclina, doxiciclina, demeclociclina, sanciclina y
minociclina. Aparecieron al querer mejorar las TETs existentes mediante vias
semisintéticas. A excepcién de la sanciclina, el resto de los miembros de esta
generacion tienen o han tenido uso clinico.

Tercera generacion: tigeciclina, eravaciclina y omadaciclina. Es la generacion
de las glicilciclinas, las cuales no se ven afectadas por bombas de flujo como
Tet(A), Tet(B) o Tet(C)'* o las proteinas de proteccion ribosomall®. Tanto la
omadaciclina como la eravaciclina todavia estan en fase de estudio clinico,
aunque con resultados prometedores puesto que obtienen concentraciones

minimas inhibitorias (CMIs) similares a los de la tigeciclinal©®:115-119,
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1.2.2 Estructura quimica

7 6 5 4
8 3
9 2
10 11 12 1

Naftaceno .
Clortetraciclina Oxitetraciclina
HaC_ CHa HaC. CHs
CH; OH N
- - oy
‘. NHE
OH] |
OH O OH 0 ©
Doxiciclina

OHT]
OH 0 OH 0o

Demeclociclina Sanciclina

Tiaeciclina Omadaciclina

Eravaciclina

Figura 8. Estructura quimica de las distintas generaciones de TETs. En la primera fila se
muestra el anillo de naftaceno, caracteristico de todas las TETs, asi como las dos TETs
originales: clortetraciclina y oxitetraciclina. En la segunda fila la primera TET modificada, a la
que se le dio el nombre de la clase, asi como la doxiciclina y su precursor, la metaciclina. En la
tercera fila la minociclina y sus dos precursores: la demociclina y la sanciclina. En las dos
ultimas filas las glicilciclinas: tigeciclina, omadaciclina y evaraciclina, la primera en uso y las
siguientes todavia en ensayos clinicos.
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1.2.3 Mecanismo de accion

Las TETSs tienen un efecto bacteriostatico, impidiendo la sintesis proteica mediante su
unién, junto con Mg?*, a la region A de la subunidad 30S del ribosoma y bloqueando la
unién del aa-tRNA'?°. Al no producirse dicha unién, el ribosoma no puede afiadir
aminodcidos a la proteina y por lo tanto ésta no se sintetiza. Este mecanismo genera
tan soélo bacteriostasis ya que no mata directamente a las células, sino que impide su
viabilidad al no poder sintetizar proteinas!?°. La TET atraviesa la membrana externa de
las bacterias grampositivas a través de las porinas OmpF y OmpC en forma de un
complejo catiénico conjuntamente con magnesio'!1113121  Una vez atravesada la
membrana externa, se acumula en el espacio periplasmatico donde se libera del catién
Mg*? y atraviesa la membrana interna gracias a su débil lipofilia''!. Para atravesar la
membrana celular, la TET necesita la energia producida por el gradiente de protones.
Una vez dentro del citoplasma, ésta vuelve a ser quelada por un ion metalico debido a
la mayor concentracion iénica y de pH que existe en el interior de la célulat?l. La TET
puede unirse a la subunidad 30S del ribosoma (Figura 9) en seis puntos distintos,
aunque es el sitio de union Tet-1 el de mayor afinidad. Dicho punto se encuentra cerca
del sitio A del ribosoma, en la zona de aceptacion del aa-tRNA. Los efectos de la union
de la TET a los otros 5 sitios no han sido esclarecidos, pero variantes mas complejas,
como la tigeciclina, solo tienen afinidad por el punto Tet-1, indicando que el resto de
puntos de unidbn no guardan relacion con la capacidad bacteriostatica del

antibiético?20:122.123
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Figura 9. Representacidn esquemdtica de la interaccion de la TET con la subunidad 30S del
ribosoma bacteriano. En la figura se observa un mapa de calor, donde los colores mds cdlidos
corresponden a una mayor afinidad. Obtenido mediante la herramienta JSmol de Protein Data

Bank (https://www.rcsb.org/)

1.2.4 Usos de las TETs

Las TETs se han usado desde su descubrimiento como antibiéticos y como factores de
crecimiento en la ganaderia!'?. Su actividad como factor de crecimiento fue descubierta
en 1949, al observar que la adicion de clortetraciclina en concentraciones
subterapéuticas en el alimento de pollos jovenes aumentaba su crecimiento!?. Esta
practica ha sido muy criticada debido a la presion selectiva que se genera en el
ambiente y su uso se ha ido restringiendo o incluso prohibido en algunos paises!?®.
Ademas, algunos autores también cuestionan la efectividad de las TETs como factores
de crecimiento, argumentando que la productividad de las granjas aument6 incluso

después de la prohibicion de su uso?5-127,
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En clinica, las TETs se han demostrado efectivas tanto en bacterias aerobias como
anaerobias, incluyendo rickettsias, clamidias, micoplasmas, espiroquetas, protozoos y
micobacterias!?®. También son efectivas frente a Helicobacter pylori, cuyo tratamiento
habitual basado en MZ vy claritromicina presenta es ineficaz frente a algunas
cepas!'t1?°, En la tabla 1 se describen aquellas infecciones para las que las TETs son
una primera opcioén de tratamiento y aquellas en las que pueden suponer una alternativa
a otros antibidticos en caso de aparecer resistencias a la primera opcion u otras

contraindicaciones.

Las TETs pueden ser administradas de forma oral y parenteral en la gran mayoria de
tratamientos*®. Sin embargo, el facil acceso al ambiente oral posibilita la aplicacién del
antibiético de manera local, sin tener que ser absorbido en el intestino o ser inyectado.
La aplicacion local del antibiético permite, ademas, evitar la aparicion excesiva de
resistencias, puesto que solo afecta al lugar de aplicacion y disminuye el riesgo de

padecer efectos secundarios!31-133,

En el ambiente oral las TETs se pueden aplicar en forma de pomada o en forma de
fibras impregnadas de antibiético'®*1%. Las fibras de TET proporcionan un método
indoloro y eficaz de tratar la periodontitis mediante la aplicacion local de antibiético®”.
Pueden ser de distintos materiales, como etilcelulosa o tiras acrilicas, y estar
impregnadas con diferentes concentraciones de antibidtico segun la marca comercial,
pero en todos los casos tienen un efecto demostrado en la disminucion de la

profundidad de sondaje y del nivel clinico de insercion35137.138,
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Tabla 1. Lista de infecciones para las que las TETs son la primera opcién de tratamiento y aquellas
en las que es una opcion valida como alternativa al antibiético de primera opcion. Adaptada de la
referencia 111.

Infecciones para las cuales se administra TET

Alternativa aceptable a otros antibioticos

Primera opcién

Aparato respiratorio

Neumonia atipica por Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae,
Chlamydia psittaci

Neumonia adquirida en la comunidad

Exacerbaciones agudas de la bronquitis
aguda

Legionelosis (doxiclina)

Cdlera

Profilaxis para la diarrea del viajero

Uretritis no gonocécica
Cervicitis
Linfogranuloma venéreo
Enfermedad pélvica inflamatoria
Granuloma inguinal
Local

Fiebre manchada de las montafias
rocosas

Tifus epidémico y endémico
Fiebre Q

Brucelosis (junto con rifampicina o
estreptomicina)

Enfermedad de Lyme

Fiebre reincidente

Infecciones periodontales (terapia tépica
con TET o minociclina)

Acné vulgar (tratamiento tépico y
sistémico)

Profilaxis para Plasmodium falciparium
resistente a mefloguina

Sifilis
Epididimitis

Prostatitis

sistemico

Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA)

MRSA (cuando la vancomicina u otros
agentes no son apropiados se utiliza
minaociclina)

Yersinia pestis

Bartonelosis

Leptospirosis

Enfermedad de Whipple

Infecciones cutaneas causadas por
Mycobacterium marinum y en
administraciones de distintos antibiéticos
para las infecciones oculares causadas por

Mycobacterium chelonae

Gastritis causada por H. pylori (TET en
administraciones de distintos antibi6ticos)
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Las pomadas o geles de TET o derivados tienen otras propiedades: mientras que las
fibras estan impregnadas y administran el antibiético en pequefias dosis a lo largo del
tiempo, las pomadas son absorbidas rapidamente y por lo tanto, su efecto es mas
limitado en el tiempo'33. Sin embargo, el uso de altas concentraciones en pomadas
junto con su aplicacion repetida, da lugar a resultados parecidos a los obtenidos con
fibras impregnadas de TET!3313%-142_ E| yso de pomadas no esta exento de efectos
secundarios, puesto que un estudio reciente demostré que su uso fomentaba el
desplazamiento de la microbiota residente en la bolsa periodontal por parte de una
microbiota resistente a TET. Pese a esto, tras 20-30 dias del tratamiento, las bacterias
resistentes a TET recuperaron su nivel original al reiniciarse la competitividad con los

nuevos colonizadores!3®,

1.2.5 Resistencia a TETs

Las bacterias han desarrollado distintos mecanismos de resistencia a las TETSs,
principalmente las bombas de flujo, la proteccién ribosomal y la inactivacion enzimatica
(Tabla 2). Las bombas de flujo fueron los primeros sistemas de resistencia que se
detectaron y consisten en la expulsion activa de las moléculas de TET fuera de la célula
por un gradiente de protones (Figura 10)143. La mayoria de las bombas de flujo confieren
resistencia a TETs de primera generacién, pero no a minociclina ni a glicilciclinas. Sin
embargo, tet(B) codifica para una bomba de flujo que confiere resistencia a minociclina
y a TET, aunque es ineficaz para TETs de tercera generaciont!3144, La mayoria de los
genes que codifican para bombas de flujo se encuentran codificados en plasmidos,
aunque algunos se han descrito integrados en el cromosomal#>146, Hasta la fecha, las
bombas de flujo encontradas en la microbiota oral son Tet(A), Tet(B), Tet(G), Tet(K),

Tet(L), Tet(40) y TetAB(46)111.147,
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Tabla 2. Lista de resistencias a TET clasificadas segin su mecanismo de accién. Informacién
recopilada de “Tet mechanisms of resistance™*’.

Bombas de flujo

Protecciéon ribosomal

Inactivacion

enzimatica

Tet(A), Tet(B), Tet(D),
Tet(E), Tet(59), Tet(G),
Tet(H), Tet(J), Tet(V),
Tet(Y), Tet(Z), Tet(30),
Tet(31), Tet(33), Tet(57),
Tet(35), Tet(39), Tet(41),
Tet(K), Tet(L), Tet(38),
Tet(45), Tet(58), TetA(P),
Tet(40), Otr(B), Otr(C),
Tcr3, Tet(42), Tet(43),
TetAB(46), TetAB(60),
Tet(62)

Tet(M), Tet(O), Tet(S), Tet(W),
Tet(32), Tet(Q), Tet(T),
Tet(36), Tet(61), Otr(A),
TetB(P), Tet(44), Tet(0/32/0),
Tet(O/W/32/0),
Tet(O/W/32/0/W/0O),
Tet(W/32/0), Tet(O/W), Tet
(W/32/0/W/0), Tet(O/WI/O),
Tet(O/W/32/0), Tet(S/M),
Tet(W/N/W)

Tetracycline

Tet(X), Tet(37), Tet(34),
Tet(47), Tet(48), Tet(49),
Tet(50), Tet(51), Tet(52),
Tet(53), Tet(54), Tet(55),
Tet(56)

Cytoplasm

H+

Periplasm

Figura 10. Esquema de la bomba de flujo TetA(B) en la que se muestra la inclinacion de las
hélices transmembrana y el canal que forman por el que se exporta la TET. Figura extraida de

la referencia 99.
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Las proteinas de proteccion ribosomal (PPRs) se encargan de evitar que la TET
interaccione con los ribosomas a los que afecta. Mediante GTP, se unen a un ribosoma
afectado por TET y deshacen la unién, hidrolizandose el GTP a continuacion, liberando
la PPR y dejando el ribosoma libre (Figura 11)'*8. Este mecanismo relaciona las PPRs
gue confieren resistencia a TET con los factores de elongacién EF-Tu y EF-G, con los
gue comparten regiones de homologia en su secuencia nucleotidical#®1%. Las PPRs
mas prevalentes en el ambiente oral son Tet(M) y Tet(O), las cuales comparten un 75%
de homologia en su secuencia aminoacidica'®. En dicho ambiente se han descrito,
entre otras, Tet(M), Tet(O), Tet(Q), Tet(S), Tet(W), Tet(32), Tet(44) y los elementos
mosaicos Tet(O/W/32/0), Tet(0/32/0) y Tet(S/M)111147, Los elementos mosaicos estan
formados por regiones que comparten = 80% de homologia con otros genes de

resistencia a TET pero que no contienen el gen completo!52.153,

GTP, K \ 5

Figura 11. Esquema del mecanismo de accion de las proteinas de proteccion ribosomal. La TET
se une al sitio A de la subunidad 30S del ribosoma, impidiendo la correcta sintesis proteica. Las
PPR pueden disociar la TET del ribosoma compitiendo por el mismo lugar de union.
Posteriormente la PPR se separa del ribosoma mediante gasto de GTP y el ribosoma es libre
para continuar la traduccion.

Actualmente se conocen 13 genes que codifican para enzimas de inactivacion (Tabla

2), de las cuales solo se ha encontrado Tet(37) en el ambiente oral®®!4’, Estas enzimas
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modifican las TETs en presencia de oxigeno y NADPH, afiadiendo un grupo hidroxilo
en la posicion C11 y afectando su capacidad de unién con Mg?* y por lo tanto su
interaccion con el ribosoma. Esta modificacion provoca la desestabilizacion y
descomposicion del antibidtico®*. Estas enzimas pueden actuar sobre TETs de

primera, segunda y tercera generacions®,

1.3 B-lactamicos

Los B-lactdmicos fueron los primeros antibiéticos descubiertos por la ciencia moderna,
aunque hay registros que indican que probablemente fueron utilizados en la antigiiedad.
Soja fermentada, pan de cebada y quesos enmohecidos fueron algunas de las primeras
fuentes de B-lactdmicos, y fueron utilizadas por médicos y curanderos en la
antigiiedad’®%1%8, Las propiedades antibacterianas del género Penicillium se
observaron ya en el siglo XIX, cuando cientificos como Sanderson o Lister observaron
la inhibicion del crecimiento de bacterias al entrar en contacto con ciertos mohos5%:160,
Con la descripcién hecha por Alexander Fleming en 1929 sobre los efectos de un
extracto crudo de Penicillium chrysogenum sobre estafilococos, se inici6 el aislamiento
y el uso de las penicilinas naturales. De los cultivos de P. chrysogenum se pudieron
obtener 5 compuestos: las penicilinas F, G, X, K 'y la dihidro penicilina F*1, De estas, la
penicilina G, o bencilpenicilina, fue la més fabricada en los Estados Unidos de América
(EUA) y se obtenia afiadiendo licor de maiz fermentado. Esto aumentaba la cantidad
de penicilina que se podia extraer de los reactores y provocaba un cambio
conformacional debido al acido fenilacético presente en el licor, el cual servia de
precursor de la cadena lateral de la penicilina G62163, Estas penicilinas tenian un
espectro de accién limitado a grampositivos, con escasa 0 nula accién contra

gramnegativos'®4,
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La deteccion de B-lactamasas hospitalarias en los afios 50 trajo consigo la urgencia por
descubrir nuevos compuestos que no fueran sensibles a su accién. Ernst Brandl y Hans
Margreiter describieron que con la adicion de 2-fenoxietanol durante la fermentacion se
conseguia una penicilina con mayor actividad biolégica y resistencia a acido, lo cual la
convertia en una buena candidata para ser usada oralmente. La llamaron penicilina V
y fue ampliamente utilizada6®. Simultaneamente, Giuseppi Brotzu aislaba una cepa de
Acremonium strictum (anteriormente llamado Cephalosporium acremonium) de la que
se obtuvo la penicilina N y la cefalosporina C. La penicilina N tenia un espectro muy
parecido al del resto de penicilinas naturales, pero con una mayor actividad frente a
Salmonella spp?®®. A raiz del descubrimiento de la penicilina N, se hipotetizé que las
cadenas laterales de las penicilinas tenian una gran importancia en el espectro de
accion y en la resistencia a B-lactamasas, por lo que se empezd a trabajar en la
semisintesis de B-lactamicos a partir del acido 6-aminopenicilanico (6-APA)¢7. Este
compuesto también se producia de forma natural en los reactores de fermentacion y
constituye una unidad basica con anillo B-lactAmico, lo cual permitia la sintesis de
derivados mediante acilaciéon. La ampicilina y la AMX, también llamadas
aminopenicilinas, son unos de estos derivados y nacieron con la intencion de sintetizar
penicilinas mas indicadas para el consumo oral. Ademas, demostraron un aumento en
la actividad contra gramnegativos como Haemophilus influenzae, Proteus mirabilis y

Escherichia colit®4,

El descubrimiento de la penicilina N y de las primeras penicilinas semisintéticas no
solucionaron el creciente problema de las B-lactamasas, a las que seguian siendo
sensibles. Se creia que generando un impedimento estérico alrededor del grupo amida
del anillo B-lactamico se reduciria la afinidad por las B-lactamasas. Con este fin se
sintetizaron la meticilina y la cloxacilina entre otras, diferenciandose entre ellas

principalmente por la capacidad de la cloxacilina de ser administrada oralmente. Estos
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antibidticos presentaban una mayor resistencia a las B-lactamasas al dificultar la

interaccion del anillo B-lactdmico con el centro catalitico de las B-lactamasas!64:168.169,

La carbenicilina y la ticarcilina, introducidas en 1969 y 1973 respectivamente, tenian
una mayor actividad frente a gramnegativos como Pseudomonas aeruginosa debido a
su resistencia frente a B-lactamasas del tipo C (descritas mas adelante). Otros
B-lactdamicos con mayor efectividad frente a gramnegativos fueron la piperacilina, el

mecilinam y la temocilinat64170.171,

Las cefalosporinas, que se descubrieron en A. strictum, también han tenido un largo
desarrollo. La primera generacién de cefalosporinas, teniendo a la cefalotina y la
cefaloridina como primeros compuestos, fueron introducidas en los afios 60. Su sintesis
comenzaba a partir de modificaciones del acido 7-aminocefalosporanico y tenian
actividad principalmente frente a especies del género Staphylococcus y Streptococcus,
aunque también frente a gramnegativos que no produjeran B-lactamasas'®4172, Con la
segunda generacion de cefalosporinas, sintetizadas usando las cadenas laterales de
las penicilinas semisintéticas y con la cefuroxima como ejemplo, se ampli6 el espectro
a una mayor cantidad de bacterias gramnegativas a costa de perder actividad frente a
grampositivos'64173, Sin embargo, su mayor estabilidad frente a penicilinasas, permitié
su accion frente a bacterias que eran resistentes a la primera generacion de
cefalosporinas. La tercera generacion de cefalosporinas, que incluye la cefotaxima
(CTX), la ceftazidima y la ceftriaxona, presenta una mayor actividad frente a
gramnegativas pero una menor actividad frente a grampositivas en comparacién con
las cefalosporinas de primera generacion. Debido a la rigidez de su cadena lateral, esta
generacioén presenta resistencia a B-lactamasas de clase A y a la B-lactamasa TEM-
1173174 Sin embargo, tienen alta afinidad por B-lactamasas de clase C%4. Por dltimo, la

cuarta generacion de cefalosporinas, con la cefepima como uno de sus mayores
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exponentes, presenta una solucion a esta debilidad, afiadiendo una carga positiva en

la cadena lateral del carbono 3'164,

1.3.1 Clasificacion

Los antibiéticos B-lactamicos tratados en esta introduccion (Figura 12) se pueden

clasificar en:

Vi.

Vii.

viii.

Penicilinas: dihidro penicilina F, penicilina F, penicilina G, penicilina K,
penicilina N, penicilia V y penicilina X. Son las penicilinas naturales, obtenidas
a partir de cultivos de P. chrysogenum a los que se les afiadia distintos
compuestos durante la fermentacion.

Aminopenicilinas: ampicilina y AMX. Fueron las primeras penicilinas
semisintéticas, mas convenientes para el consumo oral y efectivas contra
bacterias gramnegativas'®,

Oxazolilpenicilinas: meticilina y cloxacilina. Penicilinas desarrolladas para
resistir las penicilinasas sintetizadas por estafilococos!®*.
Antipseudomonales: ticarcilina, carbenicilina, piperacilina, mecilinam vy
temocilina. Sintetizadas principalmente para combatir P. aeruginosa y otros
gramnegativos.

Cefalosporinas 12 generacién: cefalotina y cefaloridina. Las cefalosporinas
fueron ganando espectro de accion y resistencia frente a p-lactamasas a
medida que se sintetizaban nuevas generaciones.

Cefalosporinas 22 generacion: cefuroxima.

Cefalosporinas 32 generacién: CTX, ceftriaxona y ceftazidima.

Cefalosporinas 42 generacién: cefepima.
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1.3.2 Estructura quimica
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Figura 12. Estructura quimica de los 8-lactamicos tractados en esta introduccion. De izquierda a
derecha y de arriba a abajo, las 16 primeras estructuras representan antibidticos 8-lactdmicos
de la familia de las penicilinas, mientras que 7 restantes representan cefalosporinas. La principal
diferencia entre las dos familias, mds alld de sus derivados, radica en el grupo quimico
adyacente al anillo 8-lactdmico. Si bien en las penicilinas el anillo se encuentra siempre junto a
una tiazodilina, en el caso de las cefalosporinas el anillo se encuentra adyacente a un anillo
dihidrotiazina.

1.3.3 Mecanismo de accién

Los B-lactdmicos actuan sobre la pared celular bacteriana, especificamente sobre el
peptidoglucano. El peptidoglucano esta constituido por un heteropolimero de N-
acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico. Este heteropolimero forma una red
conectada a través de la union de oligopéptidos que penden del monémero de acido N-

acetilmurédmico (Figura 13). Las Penicillin Binding Proteins (PBPs) son proteinas que
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se encargan de facilitar esta uniéon, conocida como transpeptidacion!’>. Estas proteinas
tienen una elevada afinidad por 3-lactamicos como la penicilina, de ahi su nombre, y en
presencia de éstos tienden a unirse al antibitico en lugar de interconectar los

monomeros de acido N-acetilmuramico.
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Figura 13. Sintesis del peptidoglucano en una bacteria gramnegativa. En la figura aparecen
representados los monémeros de N-acetilglucosamina y de dcido N-acetilmurdmico. De cada
mondmero de dcido N-acetilmurdmico nace una cadena de oligopéptidos, las cuales se unen

entre si permitiendo una estructura entrelazada. Figura adaptada de la referencia 176.

Los B-lactamicos impiden la transpeptidacion uniéndose a las PBPs y creando la
acumulacion de mondmeros pobremente unidos entre si. Esto da lugar a una pared
celular mecanicamente debilitada y mas susceptible a romperse por presiones
osméticas 0 mecanicas. Ademas, la acumulacién de cadenas de peptidoglucano
incorrectamente unidas favorece la activacion de hidrolasas y autolisinas que degradan
el peptidoglucano restante!’®. Esta degradacién de la pared celular por distintas vias
deriva en la lisis bacteriana y por lo tanto los 3-lactamicos son una clase de antibiéticos

bacterioliticos.
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1.3.4 Usos de los B-lactamicos

Los B-lactamicos son antibidticos de amplio espectro y escasos efectos secundarios
debido a la especificidad de su mecanismo de accién. Actualmente se utilizan para el
tratamiento de multitud de infecciones (Tabla 3) y son unos de los antimicrobianos mas

usados en la practica clinical””.

Tabla 3. Lista de B-lactamicos usados para tratar distintas infecciones. Adaptada de la referencia
178.

Tipo de infeccion B-lactdmicos usados

. . . Cefalosporinas, penicilinas y
Infecciones de la piel y tejidos blandos carbapenem

. Cefalosporinas, penicilinas
Infecciones de cuello y de cabeza P p y

carbapenem
Infecciones bucales Penicilinas
Faringitis Cefalosporinas y penicilnas
Sinusitis Penicilas y cefalosporinas

o Cefalosporinas (de tercera y cuarta
Meningitis -
generacion) y carbapenem.
Penicilinas, cefalosporinas y
carbapenemas (especialmente para
infecciones nosocomiales)

Infecciones del tracto respiratorio
inferior

Penicilinas, cefalosporinas,
monobactams y carbapenemas
Infecciones del tracto urinario (especialmente para infecciones
provocadas por bacterias
gramnegativas multirresistentes)

Cefalosporinas (en combinacion con
agentes que actlen frente anaerobios),
carbapenemas y ureidopenicilina junto
con inhibidores de B-lactamasas

Infecciones intraabdominales

Infecciones articulares y 6seas Penicilinas y cefalosporinas

Endocarditis infecciosa Penicilinas y cefalosporinas

33



Introduccion

En odontologia, los B-lactamicos se usan en el tratamiento de infecciones endodénticas,
abscesos dentoalveolares, como profilactico en procedimientos dentales para evitar
endocarditis infecciosa y para aquellos pacientes con articulaciones prostéticas, y como
coadyuvante para el tratamiento de la periodontitis 17218, |a AMX es el B-lactadmico mas
utilizado en periodontitis y se puede administrar sistémicamente junto con MZ, el cual
ataca especificamente a las bacterias anaerobias, o con acido clavulanico, inhibidor de
B-lactamasas*?*8!. Experimentos con modelos de biofilm oral in vitro han demostrado
gue la combinacion de AMX con MZ es la méas efectiva para disminuir la carga
bacteriana y reducir la actividad metabdlica'®2183, Sin embargo, la combinacién in vivo
de estos antibidticos junto con RAR ofrece resultados parecidos a la administracién
local de otros antibidticos como la TET!8184 por lo que la eleccion del antibiético por
parte del facultativo puede obedecer mas a factores como los efectos secundarios, la
facilidad de toma por parte del paciente o incluso a las consecuencias derivadas de su
uso extensivo. Algunos autores piden condicionar el uso de la AMX a un estudio
microbioldgico previo, en el cual se confirme la presencia de periodontopatégenos como
A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis!®518¢ para evitar un sobreuso de antibiéticos

y propiciar el aumento de resistencias en otras bacterias como Streptococcus?®’.

1.3.5 Resistencias a B-lactdmicos

La resistencia a B-lactamicos puede venir dada por distintos métodos, como la sintesis
de PBPs de baja afinidad por el antibidtico o la sintesis de B-lactamasas que inactivan
el antibi6ticol6418818%  pPor su capacidad de propagacién entre bacterias de distintas
especies, las B-lactamasas tienen una alta importancia clinica'®. Estas enzimas
hidrolizan el anillo B-lactamico del antibiético, inactivandolo y permitiendo la sintesis de
peptidoglucano. La clasificacion de las B-lactamasas ha ido cambiando a medida que
las técnicas para caracterizarlas evolucionaban. Inicialmente se clasificaron segun el

sustrato que hidrolizaban® y posteriormente seglin su estructura molecular,
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separandolas en 4 clases (A, B, C y D)2, Bush et al.1%-1% uynific6 las distintas
clasificaciones en una sola, englobando las enzimas en 4 grupos numericos (Tabla 4).

Tabla 4. Clases de B-lactamasas correlacionadas con el sustrato que hidrolizan y los genes con
mayor relevancia clinica que las codifican. Las enzimas estan codificadas por genes que pueden
estar localizados en el cromosoma bacteriano, en plasmidos o en ambos (rojo, azul y verde,
respectivamente) Adaptada de las referencias 164 y 195.

Grupo Clase

de Bush- Sustrato hidrolizado VAINES

molecular
Jacob

AmpC, ACT-1, CMY-

1 C Cefalosporinas 2 MIR-1

le C Cefalosporinas CMY-37

2a A Penicilinas PC1

2b A Penicilinas y cefalosporinas tempranas TEM-1, TEM-2, SHV-1

2be A Cefalosporinas de espectro extendido y TEM-3, SHV-2, CTX-
monobactams M-15, PER-1, VEB-1

2br A Penicilinas TEM-30, SHV-10

2ber A Cefalosporinas de espectro extendido y TEM-50
monobactams

2c A Carbenicilina PSE-1, CARB-3

2ce A Carbenicilina y cefepime RTG-4

2d D Cloxacilina OXA-1, OXA-10

2de D Cefalosporinas de espectro extendido OXA-11, OXA-15

2df D Carbapenemas OXA-23, OXA-48

2e A Cefalosporinas de espectro extendido CepA, CfxA

2f A Carbapenemas KPC-2, SME-1

3a B Todos los B-lactamicos excepto IMP-1, VIM-1, CcrA,
aztreonam L1, GOB-1, FEZ-1

3b B Carbapenemas CphA, Sfh-1

Las PB-lactamasas de grupo 1 coinciden con el grupo C de Ambler®?, Son
cefalosporinasas codificadas en gran medida por ampC'%4 Estas enzimas pueden
conferir resistencia a cefalosporinas tempranas si se sintetizan de manera basal. Una
producciéon elevada de la enzima puede aumentar la capacidad de resistencia y

extenderla a penicilinas y a la mayoria de cefalosporinas%:197,
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Las B-lactamasas del grupo 2 incluyen las serina-carbapenemasas y las p-lactamasas
de espectro extendido (BLEE) y agrupa las clases Ay D de Ambler. Las enzimas de
este grupo son generalmente inhibidas por el &cido clavulanico, por tazobactam y, en
menor medida, por sulbactam!®, aunque existen algunas variantes de TEM-1 y de
SHV-1 que tienen una afinidad reducida a los inhibidores de B-lactamasas si bien
también confieren un escaso nivel de resistencial®. Las BLEESs, que incluyen las
enzimas TEM, SHV y CTX-M, pueden hidrolizar cefalosporinas de amplio espectro,
como la CTX, aztreonam, penicilinas y cefalosporinas tempranas!®*. Las serina-
carbapenemasas confieren un perfil de resistencia parecido al de las BLEEs y ademas
son capaces de hidrolizar carbapenemas!®®. Los genes que codifican para serina-
carbapenamasas, como OXA, han sido encontrados en plasmidos que codifican
también para genes de resistencia a otros antibioticos, confiriendo resistencia a

practicamente todas las clases de antibiéticos?®,

Las B-lactamasas del grupo 3, también llamadas metalo-B-lactamasas, contienen uno
o dos iones de zinc en su centro activo para catalizar la hidrélisis del antibiético®®.
Pueden hidrolizar distintos (-lactdmicos, incluyendo carbapenemas y solo son
inactivadas mediante quelantes que no tienen utilidad clinica?®’. En un principio se
describieron como cromosémicas, pero en los afios 90 se identificd un plasmido que
codificaba para metalo-B-lactamasas, facilitando su diseminacion y provocando que se
hayan convertido en una importante fuente de resistencia a carbapenemas en Asia y

sur de Europal64202,

En la clasificacién original de 1995, Bush et al. crearon un cuarto grupo, en el que se
incluyeron aquellas penicilinasas que podian hidrolizar, entre otras, la cloxacilinay a su
vez presentaban altos niveles de resistencia a acido clavulanico®®. En la revisién de la
clasificacion de 2010, el grupo 4 fue eliminado al asumirse que estas penicilinasas

deberian ser incluidas en otro grupo una vez caracterizadas en profundidad?°3,
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1.4 Macrélidos

Los macrdlidos fueron descubiertos en 1949 por J.M. McGuire, que aisl6 la eritromicina
(ERY) de Saccharopolyspora erythraea, un actinomiceto proveniente de muestras de
suelo obtenidas de Filipinas?%4. Estos antibiéticos tienen como nucleo un anillo lactona
de 14, 15 o 16 miembros?%. De entre los macrélidos naturales de 14 miembros cabe
destacar a la ERY como principal exponente junto con la oleandomicina, la cual también
ha tenido cierta repercusion clinica?®. Los macrolidos naturales de 16 miembros
incluyen dos subfamilias dependiendo de las sustituciones que presenten en el anillo
lactona: la sufbfamilia tilosina y la subfamilia leucomicina-espiramicina?°’2%, De esta
Gltima, la josamicina ha sido ampliamente utilizada?® y la espiramicina se ha usado en
veterinaria, ganaderia y en algunas aplicaciones humanas?°®-2!1, La ERY posee varias
limitaciones, entre las que se encuentran la inestabilidad quimica (especialmente en
condiciones &cidas) y el bajo grado de biodisponibilidad oral?°s. Para solucionar estas
carencias se disefiaron los macroélidos semi-sintéticos?!?, ya fuera modificando el amino
azucar unido al grupo 5-hidroxil?’® o mediante cambios estructurales del anillo
lactona?'*. Como resultado de estas modificaciones aparecieron macrélidos como la
roxitromicina, la diritromicina y la claritromicina?!5-2'7, que subsanaron parcialmente las
carencias de la ERY y ampliaron su espectro de accion?%. En los macrdlidos de 16
miembros también se hicieron modificaciones, sintetizando macrélidos como la
miocamicina y la rokitamicina, con las que se lograron mejoras como mayores
concentraciones en los tejidos, mayor nivel de biodisponibilidad oral, més eficacia frente
a microorganismos susceptibles y tolerancia por parte de los pacientes?!8219, [ os
macrolidos de 15 miembros se sintentizaron mediante la insercion de un atomo de
nitrogeno en el anillo lactona de la ERY, dando lugar a la AZM, antibiotico de la subclase
de las azalidas??°. La AZM es un antibiético ampliamente utilizado con un espectro de
accion aumentado respecto a la ERY y con propiedades inmunomoduladoras que han

propiciado su uso para el tratamiento de numerosas infecciones??1-223,
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1.4.1 Clasificacién

Los macrélidos mencionados en esta introduccién (Figura 14) se clasifican segun el
nimero de miembros de su anillo lactona y de su origen natural o semisintético:
i Grupo 1: macrélidos de 14 miembros.
a. Naturales: ERY y oleandomicina.
b. Semisintéticas: claritromicina, diritromicina y roxitromicina.
ii. Grupo 2: macrélidos de 16 miembros.
a. Naturales: espiramicina y josamicina.
b. Semisintéticas: miocamicina y rokitamicina.
iii. Grupo 3: macrélidos de 15 miembros.

a. Semisintéticas: AZM.

1.4.2 Estructura quimica

Azitromicina Roxitromicina
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Figura 14. Estructura quimica de los macrdlidos mencionados en esta introduccion.

1.4.3 Mecanismo de accién

Aligual que las TETS, los macrolidos tienen un efecto bacteriostatico sobre las bacterias
susceptibles. Su efecto antimicrobiano se basa en la inhibicion de la sintesis proteica,
impidiendo a los ribosomas que traduzcan RNA mensajero. Los macrdlidos se unen al
23S rRNA de la subunidad ribosomal 50S en el canal de salida del péptido naciente,
bloqueando su salida y estimulando la disociacién del tRNA del ribosoma durante la
translocacion'®4224, Ademas, los macrdlidos pueden interferir en el ensamblado de la

subunidad 50S, inhibiendo la sintesis proteica mediante dos mecanismos
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simultaneos®*. La union del antibiético con el ribosoma se da principalmente por el
anillo de lactona del macrolido, que se une a la pared del canal de salida y orienta el
azlcar desosamina del antibiético hacia el centro peptidil transferasa. La orientacion
del antibidtico dentro del ribosoma puede variar entre especies bacterianas y entre

distintos macrélidos, y estas diferencias dan lugar a distintos espectros de

accionib4.225.226

1.4.4 Usos de los macrélidos

Los macrolidos son una opcion vélida para el tratamiento de ciertas infecciones (Tabla
5) y también han tenido un rol muy importante como alternativa a las penicilinas en

aquellos pacientes alérgicos o frente a microorganismos resistentes?°®,

En odontologia son varios los macroélidos que han sido utilizados eficazmente?%,
especialmente la ERY y la AZM. La ERY se indica en casos de infecciones
endoddnticas como alternativa a las penicilinas??’ y la AZM se ha propuesto en los
Ultimos afos como coadyuvante en el tratamiento de la periodontitis??1:228, La
efectividad de la AZM se debe a su eficacia para penetrar en el biofilm oral y actuar
durante largo tiempo debido a su larga vida media, a su capacidad de alcanzar a la
zona de inflamacién gracias a su transporte mediado por macréfagos y neutrofilos??® y
a su potencial inmumomodulador??%:23°, Esta Ultima habilidad le permite disminuir la
produccién de citoquinas proinflamatorias producidas por los macréfagos al provocarles
un cambio fenotipico, lo cual se traduce en una disminucioén de la inflamacion en el lugar
de infeccion?®. Los efectos antibacterianos de la AZM se prolongan hasta 14 dias
después de la toma del antibiético, pero las propiedades inmumoduladoras pueden
alargarse entre 2 y 3 meses y los efectos derivados de esta modulacion pueden

detectarse hasta 12 meses después??.,
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Tabla 5. Lista de infecciones tratadas con macrélidos. Adaptada de las referencias 161 y 199.

Tipo de infeccién Macrélidos usados

Infecciones del tracto respiratorio superior

Azitromicina, claritromicina,
eritromicina, roxitromicina,
rokitamicina, espiramicina,
miocamicina, diritromicina

Faringitis bacteriana

Azitromicina, claritromicina,
Sinusitis maxilar aguda eritromicina, roxitromicina,
espiramicina

Azitromicina, claritromicina (uso

Otitis media aguda pediétrico)

Infecciones del tracto respiratorio inferior

Exacerbacién aguda bacteriana de la

- . Azitromicina, roxitromicina
enfermedad pulmonar crénica obstructiva

Exacerbacion aguda bacteriana de la Claritromicina, roxitromicina,
bronquitis crénica miocamicina, diritromicina

Azitromicina, claritromicina,
roxitromicina, rokitamicina,
espiramicina, miocamicina

Neumonia bacteriana adquirida en la
comunidad

Infecciones de la piel y tejidos blandos

Azitromicina, claritromicina,
eritromicina, roxitromicina,
rokitamicina, espiramicina,
miocamicina, diritromicina

Infecciones genitales

Azitromicina, eritromicina,
roxitromicina, rokitamicina,
espiramicina

Infecciones por micobacterias en pacientes con Virus de inmunodeficiencia

humana (VIH)

Claritromicina
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1.4.5 Resistencia a macrolidos

La resistencia a macrolidos puede darse por 3 mecanismos: metilacion del ribosoma

por un conjunto de metiltransferasas codificadas por los genes erm (i), expulsion del

antibiético por bombas de flujo codificadas por los genes msr, mef y mre (ii); e

inactivacion del antibiético mediante enzimas codificadas por los genes ere y mph (iii).

Los genes erm codifican para metiltransferasas, las cuales metilan el punto de
union del macrdlido con el 23S rRNA. La metilacion del ribosoma también
confiere resistencia a lincosamidas y a estreptograminas, ya que estos
antibiéticos comparten puntos de anclaje?3232, Hasta la fecha, se han descrito
42 erm metiltransferasas¥’, basadas en un criterio de homologia en el que
para ser consideradas enzimas distintas, deben presentar menos de un 80%
de homologia en la secuencia aminoacidica respecto a cualquier otra
metiltransferasa descrita?33,

Las bombas de flujo impiden la acumulacién del antibiético en el interior de la
célula. Los genes mef(A), mef(E) y mre(A) codifican para bombas de flujo
impulsadas por gradiente de protones. Estas bombas confieren resistencia a
macrélidos de 14 y 15 miembros y, en menor medida, de 16 miembros?32:234-
236 | os genes msr codifican para bombas de flujo dependientes de ATP que
confieren resistencia a macrolidos y a estreptogramina B2%. La resistencia que
se presenta a través de los genes msr puede ser variada, puesto que msr(A)
confiere resistencia a macrolidos de 14 miembros, mientras que una variante
llamada msr(SA’) afiade resistencia a macrolidos de 16 miembros?236.237,

Los genes ere codifican para esterasas que degradan la ERY?238.23 |as cuales
son enzimas que degradan macrolidos y son especificas de sustrato. Poseen
escasa prevalencia en comparacion con las metiltransferasas o las bombas de

flujo?36. Por otra parte, los genes mph codifican para fosfotransferasas que, en
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lugar de degradar el antibiético, lo modifican a una version inactiva. Cada gen
mph da lugar a enzimas con distinta afinidad para macrélidos de 14 o 16

miembros con la excepcion de mph(B), que puede degradar ambos tipos?4%-

242
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2. Objetivos

Las resistencias a antibiéticos son un problema global que afecta gravemente la
medicina moderna. Su diseminacion entre bacterias ocurre a una velocidad mayor a la
del disefio de nuevos antibidticos. Si bien la tendencia actual nos lleva a una era
llamada “post-antibidtica”, el esfuerzo en la investigacién de nuevos antibioticos y la
implementacion de medidas para el correcto uso de los actuales son acciones claves

para el mantenimiento prolongado o incluso reversion de la situacion actual.

Entre las medidas propuestas esté la monitorizacion de los genes de resistencia y las
bacterias que los contienen, lo cual es clave para entender el alcance de las resistencias
a antibiéticos en poblaciones concretas. Esta permite a los facultativos elegir la mejor
terapia antibiética teniendo en cuenta factores de resistencia y la propagacion. Ademas,
la monitorizacién de genes de resistencia permite saber qué antibiéticos, dentro de una
misma clase, podrian ser ineficaces ante la presencia de dichos genes, proporciona
conocimiento acerca de su transferencia y de las especies bacterianas que seran las

mas proclives a presentarlos.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral fue ampliar el conocimiento sobre las
resistencias a antibidticos en la microbiota bucal. Para ello se hicieron 6 estudios que
pretendian:

e Analizar la microbiota resistente a TET en individuos sanos y pacientes con
periodontitis y determinar las diferencias de dicha microbiota entre las dos
poblaciones (capitulos 1-4).

e Analizar la correlacién entre la presencia de genes de resistencia a macrélidos
y la resistencia a AZM y ERY en bacterias del género Prevotella aisladas de

pacientes con periodontitis (capitulo 5).
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e Analizar la resistencia a B-lactamicos en la microbiota subgingival de pacientes

con periodontitis (capitulo 6).
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Genes de resistencia a antibiéticos en la microbiota
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Capitulo 1

3. Genes de resistencia a antibioticos en la
microbiota aislada de muestras subgingivales de
sujetos sanos

3.1 Resumen

Actualmente, y debido a la aparicién de resistencias por el uso extensivo de TETSs, éstas
estan restringidas al tratamiento de ciertas infecciones causadas por microorganismos
que todavia son sensibles a su accién. En este estudio se analiz6 la microbiota
subgingival resistente a tetracicina de individuos sanos sin periodontitis, escasamente
estudiada en individuos espafioles, con el objetivo de extender el conocimiento sobre
la distribucion en la microbiota bucal de diferentes genes de resistencia a tetraciclina.
Para ello se tomaron 129 muestras subgingivales de las que se obtuvieron 448 aislados
de bacterias resistentes a TET. A estas bacterias se les realiz6 un screening de genes
de resistencia a TET, asi como a genes indicadores de la presencia de elementos
genéticos moviles. Finalmente, en los aislados resistentes a TET se analizé la

multirresistencia a otros antibiéticos.

Los resultados mostraron un elevado porcentaje de muestras con bacterias resistentes
a TET, la mayoria de ellas pertenecientes a los géneros Streptococcus y Prevotella,
sugiriendo que dichas resistencias se encuentran ampliamente distribuidas entre la
poblacién. La mayoria de los aislados resistentes a TET portaron genes de resistencia
a este antibiotico, siendo tet(M) el gen mas frecuentemente encontrado. Por otro lado,
la prevalencia de el gen intTn, que codifica para una integrasa de transposones
conjugativos, se encontré presente en la mayoria de los aislados, indicando la
capacidad del ambiente oral de ser un reservorio de genes de resistencia a antibidticos.
Finalmente, la multirresistencia a antibiéticos fue observada en cerca del 90% de los

aislados obtenidos.

51



Capitulo 1

3.2 Introduccidén

El uso y abuso de antimicrobianos ha llevado a las bacterias a mantener un gran
nimero de genes de resistencia a antibiéticos en su genoma. Diferentes partes del
cuerpo humano, incluyendo la boca, pueden ser consideradas como reservorios de
estos genes dado su alto nivel de colonizacién bacteriana. La microbiota oral humana
puede incluir hasta 19.000 filotipos, pertenecientes a una amplia variedad de géneros
que habitan distintos nichos de la cavidad bucal y que en su mayoria se consideran
comensales®. Una gran parte de los estudios de genes de resistencia en la microbiota
oral se han llevado a partir de un pool de muestras obtenidas de distintos nichos
orales?#3244 detectando genes de resistencia a macrélidos como erm(F) y erm(B), B-
lactamasas como blacixa, Y genes de resistencia a TET#2245-248, En Espafia, la
presencia de genes de resistencia en el ambiente oral ha sido pobremente estudiada,
con solo dos estudios reportando la presencia de erm(F) y tet(Q) en los géneros
Porphyromonas y Prevotella?*®. Sin embargo, esta informacion puede no ser
extrapolable a otros paises, puesto que se han encontrado diferencias al estudiar
resistencias a antibioticos y su prevalencia en el ambiente oral segin el origen
geografico de las muestras?#3250.251 Qrganismos como el European Center for Disease
Prevention and Control han sugerido que el estudio de las prevalencias de resistencias
a antibidticos suponen una herramienta necesaria para combatirlas, aportando
informacién acerca de su evolucion y sirviendo de indicador sobre la idoneidad de las
politicas de control de resistencias a antibidticos que se llevan a cabo?®?. Ademas, al
realizar screenings de genes de resistencia a antibidticos que no se encuentran
normalmente en ciertas especies, géneros o incluso ambientes, se podria permitir un

mejor entendimiento de como se movilizan estos genes.

En este estudio se realiz6 un screening de 11 genes de resistencia a TET, 1 gen de
resistencia a macrolidos y 1 gen relacionado con transposones en un grupo de aislados

resistentes a TET obtenidos del area subgingival de 129 sujetos con buena salud oral.
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Adicionalmente, la multirresistencia a kanamicina (KAN), ERY, cloramfenicol (CHL),

estreptomicina (STR), AMX y CTX fue testada.

3.3 Material y Métodos

3.3.1 Poblacion sujeta a estudio

Se tomaron muestras subgingivales de 129 voluntarios periodontalmente sanos con
edades comprendidas entre los 18 y 30 afios. Todos eran estudiantes de medicina,
enfermeria, fisioterapia o de primer o segundo curso de odontologia en la Universitat
Internacional de Catalunya (Barcelona, Espafia). La toma de muestras se realizé en la
Clinica Universitaria Odontoldgica de la universidad y se vinculé al estudio previamente
aprobado por el Comité Etico de la Universitat Internacional de Catalunya (PER-ECL-
2011-06-NF). Todos los participantes firmaron un consentimiento informado

permitiendo la toma y el andlisis de sus muestras.

Los voluntarios debian cumplir los siguientes criterios de inclusion: al menos 6 dientes
por cuadrante (excluyendo los terceros molares), sin enfermedades sistémicas tales
como diabetes, artritis, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, infeccion por VIH,
cancer, enfermedades cardiovasculares y profundidades de sondaje periodontal de
menores de 4 mm. Los voluntarios con las siguientes caracteristicas no fueron incluidos:
mujeres embarazadas, individuos que hubiesen tomado antibiéticos 6 meses previos a
la toma de la muestra, fumadores de mas de 5 cigarrillos al dia, individuos con
periodontitis moderada o severa (sangrado al sondaje de mas del 40%), individuos en
tratamiento ortodontico, con un severo apifiamiento de los dientes o aquellos que

portaran implantes en el lugar de muestreo o en el diente adyacente.

53



Capitulo 1

3.3.2 Toma de muestra subgingival y cultivo bacteriano

Se tomaron muestras microbioldgicas subgingivales de los 4 sitios méas profundos de
cada cuadrante. La zona fue aislada con rollos de algod6n odontolégico y se retiraron
cuidadosamente los depdsitos supragingivales con la ayuda de curetas. Las muestras
subgingivales se tomaron insertando una punta de papel absorbente estéril (Absortben
paper point size 30, Denstsply, Maillefer, Ballaigues, Suiza) en el surco subgingival
durante 20 segundos 2%3. Una vez tomadas las muestras, las 4 puntas de papel de cada
paciente fueron puestas en un vial que contenia 1,5 ml de medio de transporte estéril
sin EDTA, que fue reducido previamente y mantenido en frio®>*. Las muestras fueron

mantenidas a 4°C hasta su llegada al laboratorio a las pocas horas.

Las muestras subgingivales fueron homogeneizadas mediante vértex durante 60
segundos. Se hicieron diluciones seriadas y fueron sembradas en agar sangre (Oxoid
Nutrient Broth No. 2; Oxoid Ltd, Basingstoke, UK) con un 5% de sangre de caballo
desfibrinada, hemina (5 mg/l), menadiona (1 mg/l) y 8 uyg/ml de TET (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), y posteriormente incubadas a 37°C en condiciones anaerobias (90%
N2, 5% CO2y 5% H2) durante 72 horas. Para poder obtener el porcentaje de bacterias
resistentes a TET respecto al total de microbiota, se incubaron placas con y sin
antibiético bajo las mismas condiciones. De las placas con TET se seleccionaron todas
las morfologias coloniales distintas aparecidas. Estas morfologias fueron resembradas
para obtener cultivos liquidos axénicos que se mantuvieron a -80°C en una solucién de

glicerol al 30%.

3.3.3 Extraccién de DNA y secuenciacién

Se extrajo el DNA de cada aislado utilizando el kit QlJAamp DNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Alemania) siguiendo las indicaciones del fabricante, con algunas
modificaciones. Las células fueron resuspendidas en 180 pl de una solucién de lisozima

a 20 mg/ml (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 2 mM EDTA, 1,2% Triton X-100) e incubadas a
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36,5°C durante 30 minutos. Después se afiadié 200 pl de Buffer AL (incluido en el kit),
10 pl de RNAsa A (20 mg/ml) y 10 pl de proteinasa K (20 mg/ml) y se incub6 a 56°C
durante 30 minutos. Los siguientes pasos se llevaron a cabo segun las instrucciones
del fabricante. Finalmente, el DNA extraido fue resuspendido en 100 ul de Buffer AE
(incluido en el kit), visualizado en un gel de agarosa al 0,5% y cuantificado usando un
espectofotdmetro Nanodrop 2000C UV-vis (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE,

EUA).

El gen 16S rRNA fue amplificado por PCR usando los primers universales 27F y 1544R
(Tabla 6)%%5. La amplificacion por PCR se llevé a cabo en un termociclador T3000
(Biometra, Goettingen, Alemania) bajo las siguientes condiciones: 5 minutos a 95°C
seguido de 35 ciclos de: 95°C durante 60 segundos, 57°C durante 60 segundos y 72°C
durante 60 segundos; seguido de un ciclo final de 72°C durante 10 minutos. Los
productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1% y se purificaron usando
el kit E.Z.N.A Gel Extraction Kit (Omega Bio-tek, Norcross, GA, EUA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La secuenciacion de los amplicones se llevé a cabo en
Macrogen Inc (Amsterdam, Paises Bajos). Las secuencias obtenidas fueron alineadas
para formar un solo contigo y se identificaron comparandolas con aquellas disponibles
en la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando el software BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
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Tabla 6. Primers y condiciones de PCR utilizadas en este estudio.
Tamafio Tm Tm Grupo de

Primers Secuencia 5'-3' individual Multiplex Multiplex Ref,
27F  GAGTTTGATCCTGGCTCAG  aprox. - ) ) -
1544R  AGA AAG GAG GTG ATC CAG CC 1500
tetMF  GCG TAC AAG CAC AGA CTC GT
tetMR  AGC CAT AGC GTATCC CCTCC 1142 e A
tetWF  GAG AGC CTG CTA TAT GCC AGC
tetWR GGG CGT ATC CAC AAT GTTAAC 168 e e 4 e
intF GGC TAC AGA CCG AGT ACCAGC 4o, 61 053
intR  GGA ACT TGA CGT TCG CCA CT
ermBF  GGT AAA GGG CAT TTAACGAC 0, - )57
ermBR  CGA TAT TCT CGA TTG ACC CA
tetQF  AGAATCTGCTGT TTG CCAGTG - o -
tetQR  CGG AGT GTC AAT GAT ATT GCA
60 2
tet32F  GAA CCA GAT GCT GCT CTT 620 . .
tet32R  CAT AGC CAC GCC CAC ATG AT
tetlF  TCG TTAGCGTGCTGTCATTC - -
tetLR  GTA TCC CAC CAA TGT AGC CG
tetOF  AAC TTAGGC ATT CTG GCTCAC . . - 25
tetOR  TCC CAC TGT TCC ATA TCG TCA
tetSF  GAA AGC TTA CTA TAC AGT AGC
tetSR  AGG AGT ATC TAC AAT ATTTAC 168 =0 & e 2
tet3lF  CAA TCA CGC CCA AAA GAA
tet3IR  TGT GCC ATC CCA GTT TGT 2 o e
tetBF  AAT AGC CAC TAAATG GGG CG . - o5
tetBR  ATA ACA CCG GTT GCA TTG GT
tetKF TCG ATA GGA ACA GCA GTA
tetkR CAG CAG ATC CTA CTC CTT 15 e S8 & R
tet37F  ATG GTT CGC TATTACTCTAAC o o )53

tet37R ATC AGT CTC ATATTT CGA CA

3.3.4 Andlisis in vitro de resistencia a antibioticos

Se determind la resistencia a AMX, CTX, KAN, ERY, CHL y STR en todos los aislados
utilizando placas de agar sangre con un 5% de sangre de caballo desfibrinada, hemina
(5 mg/ml), menadiona (5 mg/l) y suplementadas con cada antibi6tico (todos obtenidos
de Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a las concentraciones de corte que proporcionan
el CLSI y el EUCAST (ver anexo l). Las placas fueron incubadas a 37°C durante 72

horas en condiciones anaerobias.
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3.3.5 Deteccion de genes de resistencia a antibioticos

Para la deteccion de genes de resistencia a antibiéticos se empleo la técnica de PCR
multiplex tal y como se ha descrito anteriormente?%3. Las condiciones y la lista de
primers se pueden consultar en la tabla 6. El resultado de las PCRs multiplex se
visualiz6 en geles de agarosa al 2%, tal y como se observa en el ejemplo de la figura
15. ElI DNA de los aislados positivos para los genes estudiados fue utilizado como
control positivo en todas las reacciones de PCR. Los controles positivos fueron
confirmados mediante secuenciacion (Macrogen Inc, Amsterdam, Paises Bajos) y las
secuencias fueron analizadas mediante el software BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

3.4 Resultados

Se obtuvieron 448 aislados resistentes a TET a partir de 129 muestras subgingivales
provenientes de sujetos periodontalmente sanos, promediando entre 3 i 4 morfologias
distintas por individuo (Figura 15). Se pudieron aislar bacterias resistentes a TET en
112 muestras (86,82%), mientras que no se detectd resistencia en 17 muestras
(13,18%). El promedio de carga bacteriana fue de 5,64 logio unidades formadoras de
colonias por mililitro (ufc/ml) (£0,8) y el promedio de carga bacteriana resistente a TET
fue de 3,66 logio ufc/ml (x1,63). Cada aislado fue identificado mediante la secuenciacién
de su gen 16S rRNA, observando 36 especies pertenecientes a 13 géneros distintos.
Streptococcus fue el género con el mayor nimero de aislados (n=340), siendo S. oralis
(n=66) y S. intermedius (n=49) las especies mas aisladas (Tabla 7). De los
estreptocococos identificados a nivel de especie (n=326), un 88.34% (n=288)
pertenecian al grupo Viridans. El género Prevotella, con 25 aislados, fue el segundo
mas detectado e incluia las especies Prevotella intermedia, Prevotella bivia, Prevotella

nigrescens y Prevotella denticola.
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Figura 15. Fotografia de distintas morfologias bacterianas crecidas en una placa de agar
sangre con TET.

Los cultivos bacterianos fueron resembrados en placas con antibidtico para determinar
la susceptibilidad de cada aislado a 6 antibidticos (AMX, CTX, ERY, KAN, CHL y STR).
La resistencia a KAN y ERY fue la mas prevalente, con un porcentaje de aislados del
77,68% y 69,42%, respectivamente. La resistencia a STR, CHL, AMX y CTX fue menos
prevalente, con el 20,09%, 18,75%, 15,85% y 8,04%, respectivamente. La mayoria de
los aislados (89,29%) fueron resistentes a otros antibiéticos ademas de a TET. El 40%
fueron resistentes a 2 antibiéticos mas, y el 0,7% fueron resistentes a todos los
antibidticos testados. El 31,39% de los estreptococos del grupo viridans fueron
resistentes a 3 0 mas antibiéticos (n=86). En el resto de aislados, la resistencia a 3 o
mas antibidticos se observo en el 22,41% (n=39). Adicionalmente, se analizaron los
patrones de multirresistencia de los aislados, pudiendo observar 39 patrones distintos.
De éstos, el que conferia resistencia a ERY, KANy TET fue el mas observado (29,24%),
seguido de la multirresistencia a KAN y TET (10,04%) y a ERY, KAN, CHL y TET

(9.38%).
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Para la deteccion de 11 genes de resistencia se utilizé la técnica de PCR multiplex
(Tabla 7). Los genes de resistencia mas prevalentes fueron tet(M) y erm(B), presentes
en el 65,85% y 58,26% de los aislados, aunque el gen mas detectado fue el gen intTn
(Figura 16), presente en el 81,92% de los aislados. Los genes tet(L), tet(31) y tet(37)
no fueron detectados (Figura 17). En los estreptococos del grupo viridans, los genes
mas detectados fueron tet(M) (96,61%), erm(B) (66,79%) y tet(W) (14,23%). Cerca del
60% de estos estreptococos presentaron un solo gen de resistenciaa TET, y un 25,18%

portaron 2 0 mas.

— tet(M)

— int

FR0E

1000 pb —
500 pb | s .
| — tet(W)
- - - tet
100 pb —

Figura 16. Gel de agarosa al 2% donde se visualizaron los resultados de PCR, concretamente
los obtenidos de una multiplex del grupo 1. En los carriles extremos se observa el marcador de
tamafio molecular de 100 bp. Se observan los amplicones obtenidos en diferentes aislados
correspondientes a los genes tet(M) (1142 pb), tet(W) (168 pb) e intTn (684 pb).
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Figura 17. Prevalencias totales de los genes de resistencia y de las resistencias fenotipicas
analizadas en este estudio.
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Resistencias fenotipicas
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resistentes a los 6 antibiéticos testados.

Tabla 7. Listado de especies aisladas e identificadas en este estudio, con el nimero (N) de aislados de cada especie y el nimero de aislados portadores de
Especies

cada gen de resistencia

A. defectiva
B. cereus

Butyrivibrio sp
E. saburreum

13

13

G. haemolysans
G. adiacens

H. parainfluenzae
N. subflava
P. bivia

P. denticola

11

11

N
—

P. nigrescens

R. dentocariosa
S. epidermidis
S. anginosus

S. australis

17

14

14

10

15

17

10

10
10
15

S. constellatus
S. cristatus

S. gordonii

S. infantis

12

12

15

38 13

38

40

48 12 10 39

49

S. intermedius

S. massiliensis
S. mitis

32
61

23
40

19
41

30
54

34

42
66

17
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30

27

28

26

35

35

S. tigurinus

14

12

13

13

14

14

Streptococcus sp

V. parvula
V. ratti

V. rogosae
V. sp

20
348

27
311

20
261

17

24
367

27

No determinado

Total

90

84

36

71

25

45 295 16

59

448
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3.5 Discusioén

Las TETs son antibidticos de amplio espectro recomendadas para el tratamiento de
algunas infecciones comunes?!’. En la cavidad oral se han usado como monoterapia o
como adyuvante a la terapia de RAR para el tratamiento de la periodontitis, obteniendo

distintos grados de éxito®*.

La literatura que describe los patrones de resistencia en la microbiota subgingival de
pacientes sanos es escasa?®'?0, La mayoria de estudios se han orientado al analisis
de la resistencia a uno o mas antibidticos en aislados obtenidos principalmente de
muestras de endodoncias o subgingivales de pacientes con periodontitis?59-261, Sin
embargo, este tipo de analisis no proporciona informacién acerca de los genes de
resistencia y de los mecanismos involucrados en su potencial distribucion a otras
bacterias. En este estudio obtuvimos 448 aislados de bacterias orales resistentes a TET
de 129 sujetos periodontalmente sanos con una media de edad de 21,5 afios, los cuales
no habian tomado antibiéticos en los 6 meses previos al inicio del estudio. En estos
aislados se estudid la presencia de 11 genes de resistencia a TET, asi como el gen
erm(B) y el gen intTn, los cuales pueden encontrarse juntos en transposones
conjugativos de la familia Tn916-like*2. Trescientos noventa y ocho aislados fueron
identificados a nivel de especie, 23 a nivel de género y 27 no pudieron ser identificados.

Ademas, se determind la susceptibilidad a ERY, KAN, CHL, STR, CTX y AMX.

La secuenciacion del gen 16S rRNA confirmé que la mayoria de las bacterias aisladas
eran comensales, con el 61,16% de estreptococos del grupo viridans. Veillonella,
Prevotella y Gemella fueron los principales géneros encontrados por detras de
Streptococcus. Segln nuestro conocimiento, este es el primer estudio que se centra en
analizar la microbiota subgingival de sujetos sanos resistente a TET. Si bien es cierto
gue en un estudio previo®*® se aislaron y analizaron bacterias resistentes a TET

obtenidas de la saliva y de la placa supra y subgingival de pacientes sanos, dichas
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bacterias fueron aisladas a partir de un pool de muestras, sin poder determinar de qué
nicho oral provenia cada aislado. En nuestro estudio, el porcentaje de estreptococos
fue 2,15 veces mayor, y el porcentaje de bacterias anaerobias gramnegativas fue 1,61
veces menor que en el estudio anteriormente citado. Con estos resultados, y dado que
las bacterias anaerobias gramnegativas tienen relacion con la enfermedad
periodontal®®?, se podria inferir que las bacterias resistentes a TET aisladas de la saliva
pueden estar mas relacionadas con la enfermedad periodontal, que aquellas aisladas
de muestras subgingivales en individuos sanos. Sin embargo, dichas comparaciones
tienen que ser tomadas con cautela debido a la diferencia metoddlogica entre ambos

estudios y al distinto origen geogréfico de las muestras.

La presencia de genes de resistencia a macrolidos ha sido descrita en microorganismos
aislados de distintos nichos orales?%3-265, Sin embargo, la prevalencia de estos genes
puede variar, y esta variacion parece depender de la poblacién estudiada. Por ejemplo,
en muestras de saliva de sujetos britAnicos sanos no se encontrd ningin gen de
resistencia a macrolidos, mientras que en individuos italianos y finlandeses tanto erm(B)
como erm(F) fueron encontrados con alta frecuencia?®. erm(B) se ha encontrado
previamente en S. mutans, S. oralis, Streptococcus constellatus, Streptococcus mitis,
Streptococcus salivarius, Streptococcus anginosus y Streptococcus bovis aislados del
ambiente oral?®’, pero la presencia de erm(B) en la microbiota subgingival de sujetos
sanos no esta bien documentada?®®. En nuestro estudio, el 88,5% de los voluntarios
(n=114) portaba al menos un aislado resistente a ERY vy, de éstos, el 78,95% portaban
erm(B). El gen erm(B) fue detectado en todos los géneros excepto en los géneros
Prevotella, Rothia y Gemella. En los estreptococos del grupo viridans, este gen fue
frecuentemente detectado en todas las especies, con mayor frecuencia en S.
intermedius, S. anginosus, Streptococcus sanguinis y S. oralis. El elevado porcentaje
de aislados resistentes a ERY es sorprendente teniendo en cuenta que algunos

informes seflalan una disminucion de la resistencia a macrélidos en algunas
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poblaciones europeas, particularmente en especies clinicamente importantes del
género Streptococcus, incluyendo Streptococcus pyogenes Yy Streptococcus

pneumoniae?6°:270,

En este estudio, los genes tet mas representados fueron aquellos que codifican para
proteinas de proteccion ribosomal [tet(M), tet(W), tet(O), tet(Q) y tet(32)], mientras que
los genes que codifican para bombas de flujo fueron detectados con menor frecuencia
[tet(B) y tet(K)]. Los genes tet(31) y tet(L) (que codifican para bombas de flujo) y tet(37)
(que codifica para una enzima de inactivacion) no fueron detectados. En estudios
previos, los genes tet mas prevalentes en la microbiota subgingival han sido tet(Q),
tet(M), tet(O) y tet(W)*2243253_ Villedieu et al. observaron que el gen tet(M) fue el mas
prevalente en aislados obtenidos de una mezcla de saliva y placa supra y subgingival
obtenida de individuos sanos?*3. En nuestro estudio obtuvimos el mismo resultado
partiendo de muestras subgingivales. El gen tet(M) se encontrd principalmente en
especies del género Streptococcus pertenecientes al grupo viridans, asi como en los
géneros Gemella y Veillonella. Sin embargo, a diferencia de lo descrito previamente,
los genes tet(W) y tet(O) no fueron detectados en una alta frecuencia, con porcentajes
del 13,17% y 10,04%, respectivamente. No obstante, la baja presencia de tet(Q)
(5,58%) es consistente con lo descrito previamente?%4271 puesto que este gen fue
encontrado repetidamente en bacterias gramnegativas. Al igual que en otros estudios,
tet(Q) fue principalmente localizado en bacterias del género Prevotella?*®, aunque
también se detecté en algunos aislados del género Streptococcus. El 21% de los
aislados no fueron portadores de ninguno de los genes de resistencia a TET analizados.
De estos aislados, S. intermedius, S. oralis y S. sanguinis fueron las especies mas
comunes, representando cada una aproximadamente un 10% de este grupo. La
resistencia a TET en estos aislados podria ser aportada por otros genes de resistencia
0 por mecanismos que no se han analizado en este estudio, y por lo tanto seria

recomendable ampliar la investigacién para esclarecer la causa de esta resistencia.
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La familia de transposones conjugativos Tn916/1545-like estan ampliamente
distribuidos entre distintos filos bacterianos y promueven la transferencia de genes de
resistencia entre bacterias tanto patdégenas como comensales?’>273, Pese a que es
sabido que los microorganismos aislados de la saliva o de muestras nasofaringeas
poseen elementos Tn916-like?’4, la presencia de estos elementos en la microbiota
subgingival no ha sido ampliamente estudiada. Genes de resistencia a TET, macrdlidos
y aminoglicésidos suelen ser genes accesorios de algunos elementos de esta familia
de transposones?’®. En nuestros aislados observamos una alta prevalencia de los
genes tet(M) (65,85%), erm(B) (58,26%) e intTn (81,92%) asi como un alto nUmero de
aislados resistentes a KAN y ERY. La presencia de intTn puede ser relacionada con la
presencia de elementos Tn916-like, y por lo tanto, como otros han sugerido
anteriormente, confirmaria al ambiente oral como un reservorio de genes de resistencia

a antibidticos*2.

En resumen, en este estudio realizamos un screening de microbiota subgingival
resistente a TET en individuos periodontalmente sanos. Observamos un alto porcentaje
de bacterias comensales multirresistentes, las cuales eran portadoras de un amplio
rango de genes de resistencia a TET. Algunos autores consideran que estas bacterias
pueden ser un reservorio de genes de resistencia a antibiéticos que ademas poseen
los mecanismos para transferirlos a otras bacterias, entre ellas patégenas'-273276, De
hecho, numerosos estudios han probado que un incremento en la presiéon selectiva,
resultante del uso y abuso de antibiéticos, ha causado un incremento en la transferencia
horizontal de genes de resistencia''*?”7. El aumento de cepas multirresistentes, tanto
comensales como patégenas, se ha vuelto evidente en algunos nichos como el
intestinal?’®. Por lo tanto, se necesitan mas estudios que profundicen en la distribucién
de resistencias a antibioéticos de la microbiota de la cavidad oral, teniendo en cuenta
gue ésta constituye una puerta de entrada para los microorganismos hacia otros nichos

del cuerpo.
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4. Genes de resistencia a antibiéticos en la
microbiota aislada de muestras subgingivales de
pacientes con periodontitis cronica

4.1 Resumen

El tratamiento de la periodontitis puede requerir de la administracion de antibiéticos, y
las TETs son, junto con los macrdlidos y los B-lactdmicos, una de las opciones
antimicrobianas mas utilizadas. Para conocer el nivel de resistencia a TET de la
microbiota subgingival presente en pacientes con diagndstico de periodontitis cronica,
se tomaron 130 muestras subgingivales. Se obtuvieron 365 aislados de bacterias
resistentes a TET a las que se les realiz6 un screening de genes de resistencia y genes
indicadores de presencia de elementos genéticos moviles. También se analizé la

multirresistencia de los aislados obtenidos.

Los resultados mostraron un elevado nimero de muestras con bacterias resistentes a
TET, que ademas presentaron resistencia a otros antibidticos como la ERY y la KAN.
Las bacterias resistentes a TET pertenecian principalmente a los géneros
Streptococcus y Prevotella. Se encontraron genes de resistencia a TET en gran parte
de las muestras, pero las prevalencias observadas fueron distintas a las descritas por
otros estudios con muestras obtenidas de distintos lugares geogréficos, indicando que
ésta podria ser una importante variable a la hora de determinar la distribucion de genes

de resistencia y la microbiota que los presenta.
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4.2 Introduccion

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica no transmisible de la cavidad
bucal causada por desequilibrios en la microbiota oral y la respuesta inmunolégica del
huésped>. Para el tratamiento de esta enfermedad puede ser necesario el uso, como
adyuvantes al RAR, de antibidticos tales como los B-lactdmicos, nitroimidazoles y
TETs®. Sin embargo, en los Ultimos afios se ha documentado ampliamente la aparicion
de bacterias resistentes y multiresistentes ha dado lugar a la aparicién de numerosas

cepas resistentes que suponen una seria amenaza para la salud publica?7%-282,

Existen varios mecanismos de resistencia a antibiéticos, algunos de ellos codificados
en el genoma bacteriano. Algunos de estos genes son transmisibles horizontalmente y
el biofilm subgingival es un ambiente idoneo para ello*?. La diseminacion de genes de
resistencia puede extenderse mas alla de la microbiota oral, puesto que la boca, al ser
un lugar de paso hacia otras partes del organismo, se convierte en un reservorio de

genes de resistencia listos para ser captados por cualquier bacteria capaz de hacerlo?™.

La TET es un antibiotico bacteriostatico cuya resistencia aparecié pocos afios después
de su introduccion clinica. Dicha resistencia puede darse por tres vias: proteccion
ribosomal, inactivacién enzimatica y bombas de flujo®. Como se ha visto en el capitulo
1, los genes tet se encuentran muy distribuidos entre la microbiota subgingival de
individuos sanos, asi como en la microbiota asociada a periodontitis®>%:253, Esto es
debido, en parte, a su asociacidbn con transposones conjugativos de la familia

Tn916/1545282,

En este estudio se analizé la distribucion de 11 genes de resistencia a TET de la
microbiota oral aislada de 130 muestras subgingivales de pacientes con periodontitis
cronica. Adicionalmente, se determind la susceptibilidad de la microbiota aislada a KAN,

ERY, CHL, CTX, AMXy STR.
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4.3 Material y métodos

4.3.1 Poblacioén sujeta a estudio

Se obtuvieron 130 muestras subgingivales de pacientes con periodontitis crénica con
una media de edad de 52,3 afios que atendian a la clinica odontoldgica universitaria de
la Universitat Internacional de Catalunya (Barcelona, Espafa). Los pacientes se
presentaron voluntarios previa autorizacion del estudio por parte del Comité Etico de la
Universitat Internacional de Catalunya (ODO-2014-01). Las variables clinicas de
periodontitis de los pacientes coincidian con aquellas sugeridas por la American
Academy of Periodontology’s Periodontal Disease Classification Consensus Report’3,
las cuales incluyen al menos 5 dientes y una profundidad de sondaje de =5 mm, nivel
clinico de insercion = de 3 mm y una pérdida de hueso extensiva y determinada
mediante radiografias. Ademas, ninguno de los pacientes habia tomado antibiéticos en

los 3 meses anteriores a la toma de la muestra.

4.3.2 Toma de muestras subgingivales y cultivo bacteriano

El protocolo para obtener las muestras subgingivales y realizar el cultivo bacteriano fue

el mismo que el descrito en el capitulo 1.

4.3.3 Extraccién de DNA y secuenciacién

El protocolo para obtener DNA de los aislados y para secuenciar el gen 16S rRNA fue

el mismo que el usado en el capitulo 1.

4.3.4 Andlisis de resistencia a antibioticos in vitro

El protocolo para determinar la resistencia de los aislados a los distintos antibiéticos

testados fue el mismo que el usado en el capitulo 1.
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4.3.5 Deteccién de genes de resistencia a antibioticos

Para la deteccion de 11 genes de resistencia a TET, el gent erm(B) y el gen intTn se

realiz6 el mismo protocolo que en el capitulo 1.

4.4 Resultados

Se obtuvieron 365 aislados resistentes a TET a partir de 130 muestras subgingivales
provenientes de pacientes con diagndstico de periodontitis crénica, aislando 3
morfologias coloniales distintas por muestra en aquellos casos donde fuera posible. Se
obtuvieron aislados resistentes a TET en 112 de las 130 muestras subgingivales
(86,15%). El promedio de carga bacteriana total fue de 6,54 logio ufc/ml (+0.91) y el
promedio de carga resistente a TET fue de 4,87 logio ufc/ml (£2.09). Los géneros con
mayor nimero de aislados fueron Streptococcus (n=276) y Prevotella (n=48). Se pudo
identificar a nivel de especie el 89,13% (n=246) de los estreptococos aislados, y de
éstos el 95,93% (n=236) pertenecian al grupo de estreptococos viridans, siendo el resto
(n=10) neumococos. Las especies mas frecuentemente aisladas fueron S. constellatus
(n=48) y S. mitis (n=39). Las especies identificadas del género Prevotella incluian P.
intermedia, P. nigrescens, P. denticola, Prevotella disiens, Prevotella melaninogenica,

Prevotella buccae y Prevotella baroniae (Tabla 8).

Se analizé la resistencia de los aislados a 6 antibiéticos: AMX, CTX, CHL, STR, KAN y
ERY. Laresistencia a KAN fue la més prevalente, con el 90,96% (n=332) de los aislados
resistentes. También se encontraron elevados porcentajes de resistencia a ERY
(64,38% [n=235]). La resistencia al resto de antibidticos testados fue mas baja, con el
30,41%, 21,37%, 15,07% y 9,59% de aislados siendo resistentes a CTX, STRP, AMXy
CHL respectivamente. El 94,25% (n=344) de los aislados fueron resistentes a al menos
otro antibidtico ademas de TET, y el 2,47% (n=9) fue resistente a todos los antibiéticos

testados. Estos aislados incluian las especies P. aeruginosa, Proteus miriabilis, P.
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intermedia, S. mitis y S. constellatus. La mayoria de los aislados presentaron resistencia
a 2 antibidticos ademas de la resistencia a TET (38,36%), siendo la resistencia

simultanea a ERY, KAN y TET el patrén mas observado (29,59%).

Para la deteccion de 12 genes de resistencia a antibiéticos y del gen intTn se utilizé la
técnica de PCR multiplex. Los genes de resistencia a TET mas encontrados fueron
tet(M) y tet(32), presentes en el 35,07% y 13,97% de los aislados. Los genes mas
detectados fueron el gen intTn, presente en el 76,71% de los aislados y erm(B) en el
37,53% (Tabla 8 y Figura 18). Entre los estreptococos del grupo viridans la prevalencia

de los genes intTn, erm(B) y tet(M) fue superior, con el 90%, 45,65% y 40,43% de los

prevalencia de tet(32) (11,74%).

100

aislados portando estos genes. Se observé también un ligero descenso en la
90
80

Y
&
N
L
A
70 S
60
50
40
30
20
10
0
QX A
<&

Ry
Figura 18. Prevalencias totales de los genes de resistencia y de las resistencias fenotipicas
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Resistencias fenotipicas

Numero de aislados

Genes de resistencia

resistentes a los 6 antibiéticos testados.

Tabla 8. Listado de especies aisladas e identificadas en este estudio, con el nimero (N) de aislados de cada especie y el niUmero de aislados portadores de cada
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Nimero de aislados

Especies

intTn tet(W) tet(O) tet(M) tet(31)tet(32) tet(B

14

12

14

S. parasanguinis
S. pneumoniae

S. pseudopneumoniae

S. rubneri

S. sanguinis

11

29

23

16

18

27

30

Streptococcus sp.
S. tigurinus
V. atypica

V. caviae
V. dispar

V. parvula

10
365

No determinado

Total

E5 111 235 332 85 78

137

33

12

51

128

18

280
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4.5 Discusion

Los estudios que analizan la distribucién de genes de resistencia en el ambiente oral
son escasos, Y aun lo son mas aquellos que aislan a los microorganismos que portan
dichos genes. En este trabajo se estudio la distribucion de genes de resistencia a TET
en aislados obtenidos de muestras subgingivales de pacientes con periodontitis crénica
o periodontitis generalizada estadio 3 o 4, grado B o C segln la nueva clasificacion.
Ademas, se determind la susceptibilidad de estos aislados a ERY, KAN, CHL, STR,

CTX y AMX.

De los 365 aislados obtenidos, un 76,62% de los aislados fueron identificados como
estreptococos, un género predominante en el ambiente oral®®3 en el que la resistencia
a TET esta extendida?*3, mientras que el 13,15% de los aislados fueron identificados
como pertenecientes al género Prevotella, un género bacteriano relacionado con la
periodontitis?84285, En un estudio con individuos noruegos con periodontitis, se obtuvo
una alta frecuencia de aislados resistentes a tetraciclina pertenecientes al género
Streptococcus?®®, mientras que en un estudio con pacientes de Washington DC
(EUA)?®7 las especies mas aisladas pertenecian al género Fusobacterium. Por otra
parte, en otro estudio llevado a cabo en Florida (EUA), la frecuencia de estreptococos
volvié a ser dominante?®®, En los anteriores estudios, los porcentajes de Prevotella
resistente a TET fueron inferiores a los encontrados en la presente Tesis. Estos
resultados nos permiten vislumbrar las diferencias en la constitucion bacteriana de la
microbiota bucal resistente a tetraciclina entre las diferentes poblaciones. Esto podria
estar determinado por diferentes condiciones tales como una distinta microbiota basal,
los distintos habitos alimenticios o incluso las diferencias en el consumo de antibioticos
entre paises. No obstante, hacen falta mas estudios que permitan comprender estas

diferencias.
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Los genes mas detectados en este estudio no fueron genes de resistencia a TET, sino
los genes intTn y erm(B). El gen intTn codifica para una integrasa presente en los
transposones conjugativos de la familia Tn916/1545%7° y su alta prevalencia (76,71%)
podria ser un indicador de una elevada presencia de transposones conjugativos en este
tipo de microbiota. Por otro lado, el gen erm(B) codifica para una metilasa 2% y ha sido
relacionado con transposones conjugativos?’®. Sin embargo, la deteccion de erm(B)
(37,53%) fue menor que el porcentaje de aislados resistentes a ERY (64,38%), por lo
gue pueden existir otros genes de resistencia a macrélidos, como erm(F), mef(A) o
msrA?%°, u otros mecanismos que pueden estar confiriendo resistencia en estos

aislados.

Al igual que en otros estudios!'!, tet(M) fue el gen mas prevalente (35,07%).
Aparentemente, tet(M) es el gen de resistencia a TET mas prevalente en el ambiente
premisa que se ha cumplido en este estudio. No obstante, sus porcentajes de deteccién
fueron mas bajos que los descritos en otros estudios?43251.290 y similares a los de Collins
et al.?%3. De estos resultados se podria inferir que las diferencias entre la distribucién de
la microbiota subgingival pueden implicar cambios en la prevalencia de genes de
resistencia a TET. La mayoria de los genes de resistencia a TET detectados codificaron
para proteinas de proteccion ribosomal (tet(M), tet(O) y tet(32)) y han sido detectados
con anterioridad en el ambiente oral?°>2°2, La presencia de genes que codifican para
bombas de flujo fue menor, con escasa presencia de tet(B), tet(L) y tet(K) entre los
aislados (8.66% en total). Se ha descrito que estas bombas de flujo se encuentran en
una mayor frecuencia en bacterias gramnegativas como las enterobacterias'!. El bajo
numero de bacterias gramnegativas aisladas en este estudio, podria ser el causante de

la baja prevalencia de genes codificantes para bombas de flujo detectadas.

El fenémeno de multirresistencia fue ampliamente observado entre los aislados de este

estudio. El 94,24% fueron resistentes a otro antibidtico ademas de a TET, y un 75,63%
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presentaron resistencia a 2 o0 mas antibioticos, incluyendo B-lactamicos y cloramfenicol.
Aungue se han llevado a cabo numerosos estudios acerca de la susceptibilidad a
antibioticos de distintas especies claves en el desarrollo de la periodontitis?50:293-2%  |g
multirresistencia a antibidticos ha sido pobremente estudiada en las bacterias orales.
Teniendo en cuenta el auge de la multirresistencia a antibiéticos entre los patégenos
clinicos?®?, se deberian llevar a cabo estudios que relacionaran las susceptibilidades a

antibidticos entre ellas, con tal de obtener perfiles de resistencia mas detallados.

Recapitulando, en este estudio realizamos un screening de microbiota subgingival
resistente a TET en pacientes con periodontitis crénica. Observamos un elevado
porcentaje de bacterias resistentes a TET con una alta variedad de especies, algunas
de ellas periodontopatdgenas, aunque con una mayoria de aislados pertenecientes al
género Streptococcus. La comparacion de estos resultados con la literatura, permite
destacar la variabilidad de la microbiota bucal en las diferentes poblaciones. Pese a
esta variabilidad y, de acuerdo con otros estudios, tet(M) y las proteinas de proteccion
ribosomal son el mecanismo de resistencia a TET mas detectado. También observamos
una alta prevalencia de los genes intTn y erm(B), que junto a la alta frecuencia de
aislados resistentes a macrolidos y aminoglicésidos, dan un indicio de la importancia
de los transposones conjugativos en la resistencia a antibioticos de la microbiota bucal.
Por dltimo, la resistencia a multiples antibidticos fue ampliamente observada, con mas
del 75% de los aislados siendo resistentes a 3 0 mas antibiéticos, entre ellos macrdlidos
y B-lactdmicos. Esto podria tener un alto interés clinico debido a que estos 3 grupos de

antibiéticos son los mas utilizados, junto con el MZ, como coadyuvantes del RAR.
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5. Comparacion de bacterias resistentes a
tetraciclina aisladas de individuos sanos y de
individuos con periodontitis cronica

5.1 Resumen

La principal causa de la periodontitis es la proliferacion de microorganismos
periodontopatdgenos que conducen a la disbiosis del biofilm oral en el surco gingival.
Se ha descrito que la microbiota subgingival de los individuos sanos es distinta de
aquellos con diagnéstico de periodontitis, pero poco se sabe de las diferencias entre la
microbiota subgingival resistente a TET de ambas poblaciones. Para analizar estas
diferencias, se llevaron a cabo comparaciones con los resultados obtenidos en los

capitulos 1y 2.

Aunque el nimero de bacterias totales y bacterias resistentes a TET fue 10 veces
superior en las muestras de pacientes con periodontitis, en ambas poblaciones se
encontraron recuentos elevados de bacterias resistentes a TET. Se encontraron
diferencias en las especies bacterianas resistentes entre ambos grupos de sujetos. Sin
embargo, en ambos casos el género dominante fue Streptococcus. La prevalencia de
5 de los genes de resistencia a TET estudiados [tet(M), tet(W), tet(O), tet(32) y tet(L)]
fue significativamente distinta entre los dos grupos. Finalmente, la multirresistencia a
antibidticos fue observada en ambos tipos de muestra sin apenas diferencias salvo la
resistencia a KAN, significativamente mayor en los aislados provenientes de pacientes
con periodontitis. Asi, independientemente del origen clinico de la muestra, las
bacterias orales resistentes a TET presentan un amplio abanico de resistencias a
antibidticos, una gran diversidad de genes tet y una elevada presencia de transposones
conjugativos, los cuales tienen la capacidad de transferir sus resistencias a otras

bacterias del biofilm oral.
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5.2 Introduccién

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria que se inicia por el sobrecrecimiento
de patdégenos en el biofilm subgingival y que se acompafia de la pérdida de tejido de
soporte del diente, pudiendo provocar su pérdida. El tratamiento estandar para la
periodontitis consiste en el RAR, pudiendo ser complementado con la administracién
de antibioticos®®. No obstante, la aparicibn de resistencias a los antibidticos

administrados pueden convertir el tratamiento en inefectivo y provocar recurrencia®®,

Junto al metronidazol, las TETs, los macrélidos y los B-lactamicos son los
antimicrobianos mas utilizados en la practica dental®*. En el ambiente oral se han
descrito genes que codifican para proteinas de proteccién ribosomal tales como tet(Q),
tet(O), tet(S) y tet(W) y genes que codifican para bombas de flujo como tet(B), tet(32),
tet(K) y tet(L). Varios genes, incluyendo tet(37) y tet(X) codifican para enzimas de

inactivacion, aunque en el ambiente oral solo se ha detectado tet(37)9%111.2%9,

La multirresistencia a antibioticos és un problema creciente. Al tratar ciertas infecciones,
los facultativos se ven en la obligacion de recetar mas de un antimicrobiano para acabar
con la infeccidn. Es el caso de la periodontitis, en la que el tratamiento con AMX y MZ
es la combinacion estandar de antibi6ticos3%, puesto que el MZ es efectivo frente a la
mayoria de las bacterias anaerobias y la AMX tiene éxito frente a A.
actinomycetemcomitans, el cual es un anaerobio facultativo asociado a periodontitis de
progresion rapida. Entender el perfil de resistencia a antibidticos de cada microbiota
parece necesario para administrar un buen tratamiento. Algunos estudios han trabajado

en esta direccion, pero pocos han tomado un enfoque molecular.

Es sabido que la microbiota de pacientes con periodontitis es distinta de la microbiota
de individuos periodontalmente sanos. Las bacterias periodontopatégenas pueden

existir tanto en ambientes sanos como en ambientes periodontopatégenos, pero sus
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proporciones pueden variar'#. Por lo tanto, es de esperar que las prevalencias de genes
de resistencia a antibiéticos, asi como que los perfiles de resistencia fenotipica a

antibioticos sean diferentes.

En este estudio se compar6 la microbiota oral resistente a TET obtenida 129 muestras
subgingivales de pacientes periodontalmente sanos con la obtenida de 130 muestras

subgingivales de pacientes con periodontitis crénica.

5.3 Material y métodos

5.3.1 Poblacién sujeta a estudio, toma de muestras subgingivales, cultivo
bacteriano y métodos moleculares

Las muestras subgingivales usadas en este estudio corresponden a las obtenidas en el
capitulo 1 y el capitulo 2. Los protocolos para la extraccion de DNA, la secuenciacion
del gen 16S rRNA, la bisqueda de de genes de resistencia a TET y el andlisis de la

multirresistencia de los aislados se puede consultar en los dos capitulos anteriores.

5.3.2 Andlisis estadistico

La busqueda de genes de resistencia y el analisis de la multirresistencia dio lugar a
valores cualitativos. Para comparar los valores de ambas poblaciones se analizaron los
resultados mediante la prueba x? y se aceptaron como estadisticamente significativos

aquellos valores p < 0,05.
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5.4 Resultados

Las muestras subgingivales de pacientes con periodontitis (MSPP) crecidas en agar
sangre, presentaron una carga bacteriana de de 6,54 logio ufc/ml (£0,91), mientras que
las muestras subgingivales de pacientes sanos (MSSS) presentaron una carga
promedio de 5,64 logio ufc/ml (20,8). Al sembrarlas en medio con TET, las MSPP
presentaron una carga bacteriana 4,87 logio ufc/ml (£2,09) versus 3,66 logio ufc/ml
(#1,63) de las MSSS. El 86,82% (n=112) de MSSS y el 86,15% (n=112) de MSPP
contenian bacterias resistentes a TET, de las cuales se obtuvieron 813 aisados. De

éstos, 448 pertenecian a MSSS y 365 a MSPP.

Streptococcus fue el género mas aislado, representando el 75,62% de los aislados de
MSPP y el 75,89% de MSSS. En ambos grupos, S. oralis fue la especie mas
frecuentemente aislada (n=83), seguida de otras especies de estreptococos como S.
mitis (n=81), S. intermedius (n=79) y S. constellatus (n=58). Fuera del géner
Streptococcus, las especies méas prevalentes fueron P. intermedia (n=31), y P.

nigrescens (n=25).

Al comparar la prevalencia de ciertas especies entre los dos grupos de sujetos, se
encontraron las siguientes diferencias significativas: Gemella haemolysans (5 veces
mas), S. oralis (3 veces mas), S. pneumoniae (4 veces mas) y S. sanguinis (4 veces
mas), fueron mas prevalentes en MSSS, mientras que S. anginosus (2 veces mas), S.
constellatus (6 veces mas), Streptococcus gordonii (2 veces mas), Streptococcus
parasanguinis (3 veces mas) y Streptococcus tigurinus (7 veces mas), fueron mas

prevalentes en MSPP (Tablas 7 y 8).

En la tabla 9 se muestra la lista de los géneros identificados, los genes de resistencia
analizados y las resistencias fenotipicas a los 6 antibiéticos testados. Los genes tet(M)

(52,03%), tet(32) (8,24%) y tet(O) (7,75%), fueron los genes tet mas detectados. El gen
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intTn, el cual codifica para una integrasa localizada en transposones de la familia

Tn916/1545, también fue ampliamente detectado (79,58%).

Ademas, encontramos que el 91% de todos los aislados eran resistentes a otros
antibidticos ademés de a TET (Tabla 10). La resistencia a KAN fue la mas observada
(83,64%), seguida de la resistencia a ERY (67,16%), STR (20,66%), CTX (18,08%),
AMX (15,50%) y CHL (14,64%). Las diferencias significativas en la prevalencia de

genes de resistencia y resistencias fenotipicas se muestran en la figura 19.
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Figura 19. Prevalencia de los genes estudiados y de las resistencias fenotipicas a antibidticos.
Las estrellas indican aquellas comparaciones con diferencias significativas entre grupos.
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Tabla 9 (1). Géneros aislados de MSSS y MSPP y el nimero (N) de aislados portadores de los
genes estudiados y resistentes a los antibiéticos testados.

Genes de resistencia

int tet(W) tet(O) tet(M) tet(31) tet(32) tet(B) tet(L) tet(S) tet(Q)

Géneros N
1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 O 0 0 0 0 0 0 0 2
2 2 0 0 2 0 0 0 0 0 0
2 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0
3 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0
2 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0
48 16 O 0 3 0 18 7 0 0 27
1 1 o0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus sp. 276248 O 18 116 0 31 0 12 0 3
Veillonella sp. 6 6 0 0 5 0 0 0 0 0 0
Not identified 10 2 0 0 2 0 1 1 0 0 1
Abiotrophia sp 5 5 0 0 2 0 0 0 0 0 0
Bacilus sp. 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Butyrivibrio sp 4 1 0 2 1 0 1 0 0 0 0
Eubacterium sp. 3 2 1 0 3 0 1 0 0 0 0
MlGemella sp. 13 13 1 0 8 0 0 0 0 0 1
Granulicatella sp. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
'§ Haemophilus sp. 2 1 0 2 0 1 2 0 0 0
% Neisseria sp. 2 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0
'ﬁ Prevotella sp. 25 0 0 0 0 0 1 3 0 0 16
% Rothia sp. 4 1 3 0 O 0 0O 0 0O 0 O
[z} Staphylococcus sp. 5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
< Streptococcus sp. 340305 44 42 250 0 12 2 0 1 5
Veillonella sp. 12 11 5 1 9 0 0 0 0 0 0
Not identified 27 24 3 0 17 0 0 0 0 0 3
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Tabla 9 (2). Géneros aislados de MSSS y MSPP y el nimero (N) de aislados portadores de los
genes estudiados y resistentes a los antibiéticos testados.

Genes de resistencia Resistencia fenotipica

NUmero de aislados

Géneros N | tet(37) tet(K) erm(B) |AMX CTX CL STRP ERM KN

Actinomyces sp. 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1
Bacteroides sp 2 0 0 0 0 2 0 2 2 2
Gemella sp 2 0 0 0 1 0 O 1 2 2
F=3Granulicatella sp. 2 o0 0 0 0o 0 0 0O 0 O
% Lachnoanaerobaculum sp. 8 0 0 2 1 2 0 2 2 2
Elviogibacterium sp. 1 0 0 o0 o0 10 0 1 1
N eisseria sp. 2 0 0 0 0 2 0 O 2 0
§ Peptoniphilus sp. 2 0 0 0 0 0 O 0 0 0
[P eptostreptococcus sp 1 0 0 0 0 0 O 0 0 0
% Prevotella sp. 48 0 2 3 28 36 2 15 24 42
Proteus sp. 1 0 o0 1 1 11 1 1 1
ijPseudomonas sp. 2 0 0 0 2 2 2 2 2 2
FIRothia sp. 2 0 0 0 0O 0 0 1 2 2
fidslackia sp. 2 o0 0 0 0O 00 0 1 o0
-2 Staphylococcus sp. 2 0 0 0 0 2 0 0 0 0
Streptococcus sp. 276 0 0 128 20 56 29 48 188 271
eillonella sp 6 0 0 2 4 0 4 5 2
Not identified 10 0 0 1 2 1 1 3 4
Abiotrophia sp. 5 0 0 4 0 0 1 0O 5 2
Bacilus sp. 1 0 0 1 0 0 0 O 1 1
0 Butyrivibrio sp. 4 0 0 1 2 0 O 2 1 4
% Eubacterium sp. 3 0 0 2 0 0 0 1 3 3
3 Gemella sp. 13 0 0 0 1 1 4 O 5 4
=iGranulicatella sp. 3 0 0 1 0 0 0 0O 1 0
'% Haemophilus sp. 0 0 3 0 0 0 O 4 1
% Neisseria sp. 2 0 0 2 0 0 O 1 2 0
PP revotella sp. 25 0 1 0 16 15 4 13 18 22
% Rothia sp. 4 0 0 0 0O 0 0 O 1 2
z)Staphylococcus sp. 5 0 3 4 3 3 2 3 4 0
< Streptococcus sp. 340 O 0 218 39 12 68 59 227 283
eillonella sp. 12 0 0 5 3 5 2 4 12 6
Not identified 27 0 0 20 7 0 3 7 27 20
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Tabla 10. Numero de aislados resistentes a TET que ademas eran resistentes a otros antibioticos,
separados segun el origen de la muestra. El asterisco indica diferencias significativas entre los
grupos.

Numero de antibiéticos Aislados MSSS Aislados MSPP

0* 48 21
1 82 68
2 179 140
3 93 7
4 31 37
5 12 13
6* 3 9

5.5 Discusion

Las TETs son una clase de antibiéticos que han ido cayendo en desuso debido al
aumento paulatino de bacterias resistentes. Sin embargo, siguen usandose en casos
especificos®01-303 como antibidticos sistémicos en el tratamiento de ciertas
enfermedades®®4-3% y en otros usos agrarios3073%8, Pese a su administracion
menguante, es posible aislar, con alta frecuencia, bacterias resistentes a tetraciclina en
sujetos que no han recibido terapia antibiética con este compuesto y que, por lo tanto
no han sido sometidos a presion selectiva®®! (ver capitulo 1). En este estudio se
compard la microbiota resistente a TET aislada de individuos periodontalmente sanos

con la aislada de pacientes con periodontitis.

Los recuentos bacterianos fueron mayores en las MSPP, tanto los totales como los de
bacterias resistentes a TET, promediando un incremento 10 veces superior al de las
MSSS. Esto concuerda con trabajos anteriores3°%:31°, en los que la carga bacteriana de
pacientes con periodontitis era mayor que en los sujetos periodontalmente sanos. El
mayor porcentaje de bacterias resistentes a TET en las MSPP podria deberse a la

mayor carga bacteriana de dichas muestras.
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Pese a que los porcentajes de estreptococos fueron similares entre ambos grupos de
muestras, a nivel de especie se observaron diferencias significativas (Tablas 7y 8). S.
sanguinis, S. oralis y S. pneumoniae, que en nuestro estudio fueron mas prevalentes
en MSSS, han sido previamente asociados al biofilm oral comensal®3!1, mientras que
S. anginosus, S. constellatus, S. gordonii, S. tigurinus y S. parasanguinis, que en
nuestro estudio fueron significativamente mas prevalentes en MSPP, han sido
relacionados con la microbiota asociada a periodontitis®12-3%4, Sin embargo, el papel de

estas especies en la enfermedad periodontal atin no esta clararamente dilucidado3!5316

La prevalencia de G. haemolysans fue significativamente mayor en MSSS. Esta especie
ha sido descrita por estudios metagendmicos como una colonizadora temprana del
biofilm oral3"18 y por lo tanto, como parte de la microbiota comensal. Sin embargo,

también ha sido relacionada con infecciones oportunistas®:®.

Los aislados del género Prevotella fueron significativamente mas prevalentes en MSPP
(2 veces mas). El incremento de riqueza en las especies de Prevotella en MSPP fue el
responsable de esto, incrementado el nimero total de aislados de Prevotella en MSPP.
No obstante, P. intermedia y P. nigrescens, las dos especies de Prevotella que estaban
presentes en ambas poblaciones, no mostraron diferencias significativas en cuanto a
su prevalencia. El género Prevotella ha sido asociado a la progresion de la periodontitis
y, por lo tanto, una mayor prevalencia de este género en las MSPP era esperable. Sin
embargo, vale la pena mencionar el incremento en la riqueza de especies de Prevotella
resistentes a TET observada en MSPP, puesto que la mayoria de estudios han
focalizado su atencién en P. intermedia y P. nigrescens?$4320 y se sabe muy poco
acerca de la prevalencia de la resistencia a TET en otras especies orales de de este

género.

87



Capitulo 3

Al analizar la prevalencia de genes de resistencia a TET en los aislados estudiados, se
encontré que tet(M) fue el mas prevalente, seguido de tet(O), tet(Q), tet(W), tet(32) y
tet(B). Se encontraron diferencias significativas en la distribucion de tet(M), tet(W),
tet(O), tet(32) y tet(L) entre las dos poblaciones estudiadas. La deteccién del gen tet(B)
en S. oralis (capitulo 1 y detallado en el 4), o la descripcion de nuevos genes tet en el
ambiente oral®?%, muestran que aln queda mucho por descubrir respecto a los genes
de resistencia a TETs. Por ejemplo, en los capitulos 1 y 2 encontramos a los genes
tet(W), tet(O), tet(32), tet(B), tet(Q) y tet(K) distribuidos entre los géneros Eubacterium,
Gemella, Haemophilus, Veillonella, Butryivibrio y Prevotella, los cuales, de acuerdo a la
base de datos de genes de resistencia a TET disponible en
http://faculty.washington.edu/marilynr/, no habian sido reportados con anterioridad. Sin
embargo, serian necesarios mas estudios para confirmar estos resultados. En nuestro
estudio, la prevalencia en MSSS del gen tet(M) (65,85%) fue similar a lo descrito
anteriormente?*3251, Sin embargo, la prevalencia de este gen en MSPP fue mucho mas
baja (35,07%) que la detectada en sujetos griegos y estadounidenses con
periodontitis?51:264  pero similar a los porcentajes encontrados en pacientes
dominicanos?®3. Estas diferencias podrian explicarse por las limitaciones geogréficas
de las poblaciones involucradas en los estudios, o debido a las distintas metodologias
utilizadas, tales como el agrupamiento de las muestras o DNA, o el distinto criterio de
seleccidon de aislados. Tal y como se ha discutido previamente, las especies de
estreptococos fueron significativamente diferentes entre MSSS y MSPP, lo cual podria
ser la causa de las diferencias en la prevalencia de tet(M) entre los dos grupos
estudiados. Mientras que el 75,53% de los estreptococos aislados de MSSS
presentaron tet(M), éste solo se detectd en el 42,02% de los estreptococos aislados de
MSPP, indicando que aquellos estreptococos asociados a un biofilm sano podrian ser
mas susceptibles de llevar tet(M). En el caso del gen tet(32), su prevalencia fue mayor
en MSPP, tal y como se ha descrito previamente?%3, Esto podria ser debido a la alta

prevalencia de este gen en especies asociadas a periodontitis tales como S.
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constellatus y P. intermedia, aunque otros autores también han detectado este gen en
bacterias comensales®?2. El gen tet(W) puede ser detectado frecuentemente a partir de
DNA extraido de muestras de saliva agrupadas y muestras de placa?43266.2%1 aunque
su distribucién en el biofilm subgingival Gnicamente ha sido estudiada por Collins et
al.?%3. En dicho estudio, tet(W) fue, de media, el doble de prevalente en MSPP que en
MSSS. En nuestro estudio, tet(W) fue mas ubicuo en MSSS, puesto que S. intermedius
y S. oralis, que eran mas prevalentes en MSSs, fueron algunas de las especies que

portaban el tet(W) méas a menudo.

Los transposones de la familia Tn916/1545 se encuentran frecuentemente entre la
microbiota oral®?3. Estos transposones normalmente portan genes de resistencia a
TETs, macrdlidos y/o aminoglicésidos3?4325, Para estimar la presencia de estos
transposones en los aislados, se detecté mediante PCR el gen intTn, que codifica para
una integrasa localizada en el extremo 3’ de estos transposones?’®, y el gen erm(B),
gue confiere resistencia a macrolidos y se encuentra a menudo en transposones de
esta familia?’4. Ambos genes mostraron altas prevalencias en ambos grupos, aunque
fueron significativamente superiores en las MSSS. El gen intTn fue encontrado en el
81,92% de los aislados obtenidos de MSSS y en el 76,71% de los obtenidos de MSPP.
En comparacion, la prevalencia de erm(B) fue menor, con el 58,26% de aislados de
MSSSy el 37,53% de aislados de MSPP presentando este gen. Dado que no todos los
transposones de esta familia llevan el gen erm(B), este resultado era de esperar. Las
diferentes combinaciones de los genes intTn, erm(B), y tet(M) junto con las resistencias
fenotipicas a KAN y ERY fueron significativamente mas prevalentes en MSSS. Excepto
por la combinacion de los genes intTn, tet(M) y a ERY, la cual fue mas prevalente,
aunque no estadisticamente significativa, en MSPP. Las diferencias, previamente
discutidas, en la prevalencia de las distintas especies de estreptococos al comparar
MSPP y MSSS, podrian ser la causa de estas diferencias, dado que los estreptococos

de este estudio mostraron distintos perfiles de genes de resistencia a antibiéticos. Estos
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resultados sugieren una alta prevalencia de transposones de la familia Tn916/1545 en
la microbiota subgingival resistente a TET de sujetos sanos y de pacientes con

periodontitis.

La mayoria de los aislados resistentes a TET obtenidos en este estudio mostraron
resistencia a otros antibiéticos. La resistencia a 2 antimicrobianos, ademas de a TET,
fue el patr6n mas comun, principalmente la multirresistencia a KAN y ERY, lo cual se
puede relacionar a los transposones previamente mencionados3?*. Al estudiar la
resistencia a 6 antibidticos, se encontraron diferencias significativas entre grupos,
observandose 3 veces mas aislados en MSPP. También se observaron diferencias
significativas al analizar la susceptibilidad a todos los antibiéticos, donde se observaron
2 veces méas aislados de MSSS. Pese a estas diferencias, los niveles de
multirresistencia fueron altos y similares en ambas poblaciones, mostrando que la
microbiota subgingival resistente a TET es un reservorio importante de resistencias a
antibidticos, lo cual es especialmente preocupante en sujetos que han recibido poca o
ninguna terapia antibidtica. La alta prevalencia de aislados resistentes a antibioticos
que son de uso poco frecuente, y por lo tanto que no han sido expuestos a presion
selectiva, podria ser debido al bajo coste energético derivado de la captaciéon y
mantenimiento de algunos elementos genéticos mobilies que contienen genes de

resistencia a antibiéticos*2-326,

La resistencia a ERY y KAN fue ampliamente observada (Figura 19). Se encontraron
diferencias significativas al analizar la resistencia a KAN y CHL entre las dos
poblaciones. En el caso de KAN se observaron porcentajes mas elevados de aislados
de MSPP, mientras que para el CHL fue lo contrario. Los aislados de Streptococcus y
de Prevotella podrian ser responsables de estas diferencias, puesto que el género
Prevotella, que es conocida por su resistencia a B-lactamicos y a KAN3?, fueron el

doble de prevalentes en MSPP respecto a MSSS. Por otro lado, las diferencias en la
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resistencia a CHL podrian ser debidas a la desigual distribucion de dicha resistencia

entre las especies de estreptococos entre ambas poblaciones (Tablas 7 y 8).

Finalmente, las diferencias que se pueden destacar entre ambas poblaciones on i) las
especies bacterianas resistentes a TET, ii) la prevalencia de los genes estudiados y iii)
los perfiles de multirresistencia. Ademas, dadas las diferencias observadas al comparar
nuestros resultados con estudios previos, parece ser que el origen geografico de las
muestras y probablemente el consumo de antibidticos, son variables a tener en cuenta
a la hora estudiar los genes de resistencia a TET y las bacterias que los presentan.
Finalmente, encontramos que, en sujetos espafioles, pese a no haber tomado TET
desde hace muchos afios, las bacterias subgingivales resistentes a TET podrian ser un
reservorio de genes de resistencia a TET y de multirresistencias, lo0 que unido a la alta
prevalencia de transposones conjugativos en el ambiente oral, aumenta las

probabilidades de la diseminacién de las resistencias a antibiéticos.
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6. Deteccidon y analisis de la expresion de tet(B)

en S. oralis

6.1 Resumen

Distintos autores han definido al ambiente oral como un ecosistema idéneo para la
transferencia genética al ser un espacio colonizado por centenares de especies
distintas que conviven en espacios reducidos, adheridos a una superficie y rodeados
de matriz extracelular. Los genes de resistencia a antibiéticos pueden ser uno de los
elementos cuya transferencia se vea favorecida por estas condiciones de vida,
extendiéndose a través de especies y géneros bacterianos. El gen tet(B), que codifica
para una bomba de flujo que confiere resistencia a TET, nunca se ha detectado en
bacterias grampositivas. En este estudio se detect6 dicho gen en dos aislados de S.
oralis, ambos se secuenciaron y sus niveles de expresion fueron analizados para

determinar su actividad en los dos aislados.

El hallazgo del gen fue confirmado mediante la secuenciacion completa del mismo, y
sus niveles de expresion se determinaron mediante RT-qPCR, observando que solo se
expresaba en uno de los dos aislados y de forma constitutiva. La presencia en S. oralis
de un gen que hasta ahora solo se habia encontrado en bacterias gramnegativas,
podria ser producto de la transferencia genética horizontal, un ejemplo de la facilidad
con la que los genes de resistencia son capaces de transferirse y un refuerzo a la idea

del ambiente oral como un espacio propicio el intercambio genético.
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6.2 Introduccidén

Las TETs fueron unos de los primeros antibiéticos descubiertos en los afios 40 y han
sido ampliamente usadas para el tratamiento de un amplio abanico de infecciones. Las
resistencias a TETs aparecieron pronto tras su uso y solo el descubrimiento de nuevos
derivados permitieron seguir usandolas hasta los afios 80, donde fueron gradualmente

reemplazadas por otras clases de antibiéticos como las fluoroquinolonas®.

Pese a que las resistencias a TETs estan muy distribuidas, todavia son Utiles en
algunos casos, como el tratamiento de Acinetobacter baumannii multirresistente, H.
pylori, acné vulgar o periodontitis®128328 | a resistencia puede ocurrir a traves de
bombas de flujo, proteinas de proteccién ribosomal o por inactivacion enzimética. Se
han descrito, hasta el momento, 62 genes de resistencia a TET que codifican para estos
mecanismos y 11 genes mosaicos que codifican para proteinas de proteccion ribosomal
segun http://faculty.washington.edu/marilynr/ (Ultima actualizacién el 20 de Febrero de
2020). Algunos de estos genes, como tet(C) y tet(32) han sido hallados solo en
bacterias grampositivas, mientras que otros como tet(B) se han encontrado Gnicamente

en bacterias gramnegativas.

Los estreptococos del biofilm oral son un gran reservorio de genes de resistencia a
TET?4332%, siendo S. oralis?®® uno de los estreptococos orales mas aislados. S. oralis
es un miembro del grupo S. mitis, conocidos por ser bacterias comensales y patégenos
oportunistas®3®. S. oralis es un colonizador temprano del biofilm oral y juega un papel
importante en su establecimiento® y homeostasis, antagonizando a bacterias como S.
mutans y previniendo la formacion de un biofilm disbiético®3!. Sin embargo, también es
una de las bacterias mas aisladas en endocarditis infecciosas®3? y ha sido encontrado

en numerosas infecciones333-336,
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En 2011, Chander et al., describieron por primera vez el gen tet(B) en una especie
grampositiva, concretamente en Streptococcus suis aislados de cerdos®¥. Sin
embargo, la falta de la secuencia completa de este gen no permitio la confirmacion de
este hallazgo. Ademas, tet(B) codifica para una bomba de flujo, la cual podria no
funcionar correctamente en bacterias grampositivas. Por lo tanto, estudiar su expresion
y determinar la secuencia completa del gen puede ayudar a esclarecer, no solo si el
gen tet(B) se ha transmitido a bacterias grampositivas, sino si ademas esta siendo

expresado en estas bacterias.

La transferencia de genes de resistencia a antibiéticos es un fendmeno ampliamente
estudiado y los estreptococos son un buen ejemplo de ello. La transformacion en este
género es un evento comun, al exhibir un estado de competencia natural que les
permite adquirir facilmente DNA foraneo33®. Las bacterias del ambiente oral tienden a
crecer en una estructura de biofilm, aumentando las posibilidades de transferencia

genética horizontal*?,

En el estudio en el que analizamos la microbiota subgingival resistente a TET de sujetos
sanos, se detecto el gen tet(B) en dos aislados de S. oralis (444.1y 469.4). Para probar
la presencia y la transcripcién de este gen en ambos aislados grampositivos, se obtuvo

la secuencia completa del gen y se evalud su expresion.
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6.3 Material y métodos

6.3.1 Obtencion de los aislados y condiciones de cultivo

Los dos aislados de S.oralis fueron obtenidos de dos muestras procesadas en el
capitulo 1. Los aislados fueron incubados en medio liquido con y sin TET, usando el
medio BHI-2 (ver anexo). La TET (8 pg/ml) fue afadida a los cultivos liquidos para
evaluar cambios en la expresion de tet(B) debido al antibittico. Los cultivos crecieron
hasta una DOsoo de 0,8 — 1 (equivalente a 108 ufc/ml), momento en el que se realizaron

extracciones de DNA y de RNA.

6.3.2 Deteccion de tet(B) e identificacion de especies

La extraccién de DNA se llevo a cabo tal y como se describe en el capitulo 1. Para la
deteccion de tet(B) se emplearon los primers tetBF y tetBR (Tabla 11) con las siguientes
condiciones de PCR: una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95°C, 30 ciclos de 30
segundos de desnaturalizacion a 95°C, 30 segundos de hibridacién a 58°C y 30
segundos de extensidn a 72°C, con una extension final de 10 minutos a 72°C. El

resultado de la PCR se visualizé en un gel de agarosa al 3%.
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Tabla 11. Lista de primers utilizados en este estudio.

Tamafio

Primers Secuencia 5’ - 3’

27-F AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG
1544-R AGA AAG GAG GTG ATC CAG CC =
tetB-F TTG GTT AGG GGC AAG TTT TG s 55 258
tetB-R GTA ATG GGC CAA TAA CAC CG

tetB-insert-F  ACC AAA GCT TAG TTATTC TACCACTCCCTATCAGT ..o .. Este
tetB-insert-R CTT CTT CGA ATG CCC TCT TGG GTT ATC AAG estudio
tetB-RT-F TTC AAG TGC GCT TTG GAT GC 1 e ESe
tetB-RT-R CGT TGA GAA GCT GAG GTG GT estudio
16S-So-F CGC TCG GGA CCT ACG TAT TA 5 o ESte
165-So-R TAC CAG AAA GGG ACG GCT AA estudio
M1-F GAT TTT TTA GCA GAA GTA 60 55 ESte
M1-Ndel-R CCG ATA CCA TAT GCC GAT ATT CTA ACC GAA T estudio
M2-HindIlIE CCG ATA CAA GCT TAG TGA CCC GCT TCT GCG A sy o5 ESte
M2-R GAC TAT TTG GAC GAC GGG estudio
ermB-Ndel-F  GCG TTA GCA TAT GTA CGT TAG ATT AATTCCTACCAG g0 o, Este
ermB-HindlI-R  CCG ATA CAA GCT TTT ATT TCC TCC CGT TAA ATA estudio

6.3.3 Secuenciacion

Para identificar los aislados a nivel de especie se procedio a amplificar el gen 16S rRNA
mediante PCR usando los primers 27F y 1544R tal y como se indica en el capitulo 1
(Tablas 1y 11). El producto de PCR fue purificado usando el kit E.Z.N.A. Gel extraction
kit y se secuencié mediante primer walking en el Servei de Genomica i Bioinformatica
de la Universitat Autonoma de Barcelona (Barcelona, Spain), obteniendo una cobertura
completa del gen. Los primers tetB-insert-F y tetB-insert-R fueron usados para
secuenciar la totalidad del gen tet(B). Estos primers amplificaron el gen 41 pares de
bases rio arriba del codén de inicio y 72 pares de bases rio abajo del codén de
terminacion. Mediante PCR se obtuvieron amplicones que fueron purificados y
secuenciados por primer walking tal y como se describe mas arriba. Los datos obtenidos
fueron analizados mediante el programa Blast (disponible en
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y el servicio Clustal Omega (disponible en
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Para realizar el alineamiento, se obtuvieron

secuencias de referencia de la base de datos disponible en
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http://faculty.washington.edu/marilynr/, concretamente las siguientes: J01830,
AF223162, V00611, AL513383, AJ277653, AF326777 y AP000342. Para asegurar una
mayor cobertura en el analisis, se usaron otras secuencias de tet(B) disponibles en
Genbank  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/):  CP015434.1, KX458222.1,

CP015836.1, NG_048163.1 y LN908249.1.

6.3.4 Extraccién de RNA y expresion de tet(B)

La extraccion de RNA total se realizé utilizando el kit High Pure RNA Isolation Kit (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. EIl DNA
restante fue eliminado mediante mediante la DNasa TURBO DNA-free™ Kit (Thermo
Fisher Scientific, Vilnius, Lithuania). La ausencia de DNA en las muestras fue verificada
mediante PCR usando los sets de primers tetB-RT-R/tetB-RT-F y 16S-So-F/16S-So-R
(Tabla 11), visualizando los resultados en un gel de agarosa al 3%. El RNA fue
cuantificado utilizando un Qubit 4 Fluorometer utilizando el kit Qubit RNA XR Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR, EUA) y su integridad fue verificada en un gel

de agarosa al 2%.

La expresion de tet(B) fue medida mediante PCR cuantitativa con transcriptasa reversa
(RT-gPCR) usando el gen 16S rRNA como control enddgeno. Las reacciones se
llevaron a cabo en un LighCycler® 480 Il utilizando el kit LightCycler® 480 RNA Master
Hydrolysis Probes Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se usaron los sets de primers tetB-RT y 16S-So (Tabla 11)
junto con las sondas 45 y 66 para los genes tet(B) y 16S rRNA respectivamente. Estas
sondas fueron elegidas usando el software de Roche Diagnostics Universal
ProbeLibrary Assay Design Center (disponible en https://lifescience.roche.com
/en_es/brands/universal-probe-library.html#assay-design-center). Las condiciones de
la RT-qPCR fueron las siguientes: i) Se utilizaron 75 ng de RNA en cada reaccién para

la sintesis de cDNA, la cual se realiz6 durante 3 minutos a 63°C. ii) La amplificacion del
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cDNA implic6 un primer ciclo de desnaturalizacén de 30 segundos a 95°C seguido de
45 ciclos de 20 segundos a 95°C, 40 segundos a 60°C y 10 segundos a 72°C. Los datos
fueron analizados utilizando el programa LightCycler® 480 Software 1.5. Para evaluar

las diferencias en la expresion de tet(B) se utilizd la formula 22CPtet(B)/2ACP16S IRNA,

6.3.5 Construccion de mutantes defectivos para tet(M)

Para inactivar el gen tet(M) se realiz6 una mutacion por insercién en el aislado 469.4.
Para ello, se hizo una construccion que consistia en el gen erm(B) flanqueado por dos
secuencias homologas a tet(M) a las que llamamos M1 (la region 5’) y M2 (la region 3’).
erm(B) se extrajo mediante PCR usando los primers ermB-Ndel-F y ermB-HindllI-R de
una cepa de S. oralis resistente a ERY perteneciente al cepario del Dentaid Research
Center (Cerdanyola del Valles, Espafia). Las secuencias M1 y M2 fueron obtenidas
mediante PCR del aislado 469.4 utilizando los primers M1-F y M1-Ndel-R para la
secuencia M1, y M2-HindllI-F y M2-R para la secuencia M2 (Tabla 11). Los productos
de PCR fueron purificados utilizando el kit E.Z.N.A. Gel Extraction Kit y digeridos con
las enzimas Ndel y Hindlll (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, EUA). Los
fragmentos digeridos fueron ligados utilizando ligasa T4 (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. El constructo fue
entonces purificado utilizando el kit E.Z.N.A. Gel Extraction Kit y se transformé en el
aislado 469.4 mediante electroporacion utilizando un electroporador Genepulser Xcell
(BioRad, Hercules, CA, EUA). Las células electroporadas fueron sembradas en placas
de agar sangre con 5 yg/ml de ERY (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e incubadas
en condiciones anaerobias durante 24-48 horas. El evento de recombinacion fue

confirmado mediante PCR.
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6.3.6 Test de susceptibilidad antibidtica

Se estudio la susceptibilidad a TET en los dos aislados wild-type y en 469.4 Atet(M)
mediante tiras E-test (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) siguiendo las instrucciones

del fabricante. Se utilizé S. pneumoniae ATCC 49619 como cepa control.

6.4 Resultados

6.4.1 Secuencias de los genes tet(B) y 16S rRNA

Se encontro tet(B) en 2 aislados de dos muestras distintas. Mediante la secuenciacion
del gen 16S rRNA se pudo determinar que ambos aislados eran S. oralis y compartian
la misma secuencia de este gen. Para asegurar la presencia de tet(B) se secuencio la
totalidad del gen y se aline6 con secuencias de referencia, observando un 99.99-100%
de identidad. La secuencia J01830 fue usada como referencia al ser la primera
secuencia publicada de tet(B)3*°. Se observaron mutaciones puntuales en casi todas
las secuencias usadas comparandolas con J01830. Las secuencias AF223162,
AF326777, AL513383, CP015836.1, KX458222.1, LN908249.1, NG_048163.1 y las
secuencias de tet(B) de los aislados 444.1 y 469.4 presentaron 5 mutaciones puntuales
en las posiciones 463, 794, 854, 940 y 1012. La secuencia CP015434.1 presentd una
mutacion puntual adicional en la posicion 1140, y la secuencia AP000342 tenia 4
mutaciones puntuales en las posiciones 794, 854, 940 y 1012. Las mutaciones
puntuales de las posiciones 463, 794, 854, 940 y 102 implicaron sustituciones

aminoacidicas (Tabla 12).
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Tabla 12. Posiciones de las sustituciones nucleotidicas y aminoacidicas en las secuencias de
tet(B) utilizadas como comparacién. AA indica aminoéacido.

Sequencias Sustituciones nucleotidicas Sustitucion AA
469.4
444.1
AF223162 463A>G Thrl55Ala
AF326777 794A>G Glu265Gly
AL513383 854A>T Asp285Val
CP015836.1 940G>C Glu314GIn
KX458222.1 1012A>G Thr338Ala
LN908249.1
NG_048163.1
463A>G Thrl55Ala
794A>G Glu265Gly
854A>T Asp285Val
CPO15434.1 940G>C GIu314GIn
1012A>G Thr338Ala
1140A>G -
794A>G Glu265Gly
854A>T Asp285Val
AP000342 940G>C GIU314GIn
1012A>G Thr338Ala

Las secuencias obtenidas en este estudio fueron enviadas a Genbank para su
publicacion y recibieron los siguientes nimeros de acceso: MK611935 y MK611934
para el gen 16S rRNA de 444.1 y 469.4 respectivamente, y MK611936 y MK611937

para el gen tet(B) de 444.1 y 469.4 respectivamente.

6.4.2 Expresion de tet(B)

Se evaluaron los niveles de expresion de tet(B) en los aislados 444.1 y 469.4
comparando cultivos liquidos en fase exponencial de crecimiento con y sin TET. La
exposicion a TET no disminuy0 la cantidad de bacterias recuperadas del cultivo y dio
lugar a cantidades similares de mRNA (Figura 20). La transcripcion de tet(B) fue medida
usando RT-qPCR. Se detect6 mRNA de tet(B) en el aislado 469.4 pero no en el aislado
444.1, pese a que ambos mostraron niveles similares de expresion del gen 16S rRNA
(Figura 21). No se observaron diferencias en la expresion de tet(B) al afiadir TET al
medio, obteniendo un valor de expresién genética relativa de 0,06 (logz), normalizado

con el gen 16S rRNA. Debido al screening de genes tet que se realiz6 en muestras
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subgingivales de sujetos sanos, se tenia conocimiento de la presencia de tet(M) en el
aislado 469.4. Para determinar si tet(M) era el gen responsable para la resistencia a

TET en el aislado 469.4, se realiz6 un mutante defectivo para este gen.

1000 pb

500 pb

100 pb

Figura 20. Gel de agarosa al 2% sin RNAsas en el que se comprobd la integridad del RNA
extraido tras la eliminacion del DNA con DNAsa. Se puede observar que la integridad y
cantidad de RNA de los 2 ultimos carriles era aceptable.

- 0 444 16S with TC
© 5 — = =444 16Sno TC
8 469 16S with TC
§ 10 - = =469 16Sno TC
=) 444 tet(B) with TC
= 5 - = =444 tet(B)no TC
469 tet(B) with TC
0 - = =469 tet(B) no TC

Ciclos

Figura 21. Curvas de amplificacion de los genes 16S rRNA y tet(B) obtenidas mediante RT-qPCR
a partir de RNA de los aislados 444.1 y 469.4.
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6.4.3 Susceptibilidad a tetraciclina

Los aislados 444.1 y 469.4 presentaban una concentracion minima inhibitoria (CMI) de
32 ug/ml para TET. La susceptibilidad a TET también fue analizada en el aislado
mutante 469.4Atet(M) para determinar si la resistencia a TET era mediada por tet(M)

en lugar de tet(B). La CMI para TET de este aislado fue también de 32 pg/ml.

6.5 Discusion

Las resistencias a TETs estan extendidas, y aunque éstas son aun utiles en algunos
tratamientos, solo sus mas recientes disefios estan siendo usados para tratar
infecciones causadas por bacterias multirresistentes!??, Sin embargo, una nueva
formulacion de minociclina, una TET de segunda generacion, ha sido probada
eficazmente contra infecciones por A. baumanii multirresistente, permitiendo de nuevo
el uso de un antibiético de anteriores generaciones'??328, Desafortunadamente, las
bombas de flujo como las codificadas por tet(B) pueden reconocer distintas TETs como
sustrato, incluyendo minociclina, doxiciclina e incluso, mediante mutaciones puntuales,
glicilciclinas®*. tet(B) es el gen de resistencia a TET mas distribuido entre bacterias
gramnegativas'!! y hasta ahora no se habia encontrado en grampositivas. Sin embargo,
un estudio reciente3%” reportd haber encontrado tet(B) en S. suis, siendo la primera vez
que se encontraba este gen en bacterias grampositivas. No obstante, y pese a que en
dicho estudio emplearon la técnica de secuenciacion con unos resultados del 100% de
identidad, solo cubrieron el 54,55% del gen, generando dudas acerca de si ese gen
podria ser o no tet(B). Segun Levy et al., las proteinas que confieren resistencia a TET
deben compartir menos del 80% de su secuencia aminoacidica con otras proteinas para
ser consideradas como distintas3#!, lo cual hace imposible para el estudio anterior

determinar que el gen estudiado era tet(B).
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En nuestro estudio encontramos 2 aislados de S. oralis susceptibles de portar tet(B), y
para confirmarlo llevamos a cabo una secuenciacion completa del gen obteniendo un
100% de cobertura. Al comparar las secuencias obtenidas con aquellas previamente
publicadas encontramos un alto nivel de homologia, con unas ligeras diferencias que
involucraban entre 1y 6 nucle6tidos como maximo en una secuencia de 1206 pares de
bases, y entre 1y 5 sustituciones aminoacidicas en una secuencia de 401 aminoacidos
(99,75-98,75% de identidad). La mayoria de los polimorfismos en la secuencia fueron
compartidos por las secuencias publicadas utilizadas en este estudio, con la excepcién
de V00611 y AJ277653, las cuales eran idénticas a la secuencia referencia J01830.
Estas tres secuencias fueron obtenidas de Escherichia coli, al igual que la secuencia
CP015836.1, la cual presentaba 5 mutaciones puntuales, indicando que quizas estas
mutaciones ocurrieron en algun punto durante la replicacion o la transferencia de tet(B)

y fueron mantenidas en ciertas cepas.

La expresion de tet(B) fue estudiada para determinar si este gen era capaz de
expresarse en los dos aislados de S. oralis. Se ha descrito que en presencia de TET,
la transcripcion de genes de resistencia a este antibético puede verse aumentada3+2343,
Por esta razén se hicieron cultivos con y sin TET a los cuales se les extrajo RNA y se
cuantifico la expresion del gen. Solo se pudo detectar mRNA de tet(B) en el aislado
469.4, indicando que en esas condiciones el gen permanecia silenciado en el aislado
444.1. Ademas, la expresion de 469.4 parecia ser constitutiva ya que su transcripcion
no dependia de la adicion de TET, tal y como se pudo observar al normalizar los valores
de expresion con los del gen 16S rRNA. Ambos aislados portaban tet(M), el cual podia
ser el causante de la resistencia a TET en lugar de tet(B). Para comprobarlo,
inhabilitamos el gen tet(M) en el aislado 469.4 mediante recombinacion homoéloga y no
observamos ningin cambio en el nivel de susceptibilidad, indicando que tet(B) podria
ser el responsable de la resistencia a TET del aislado 469.4. Sin embargo, no puede

descartarse la presencia de otro gen o mecanismo de resistencia a TET en este aislado.
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La confirmacién de tet(B) en bacterias grampositivas es un capitulo mas en la
diseminacion de genes de resistencia a antibiéticos. Pese a que tet(B) no parecia estar
activo en ambos aislados, la capacidad de éstos de llegar a ser reservorios de un gen
de resistencia a TET nunca antes detectado en grampositivos abre las puertas para
transmitir este gen a otros grampositivos y gramnegativos de la cavidad oral. Para
complementar este estudio y corroborar estos conceptos, seria necesario la
caracterizacion completa de los entornos genéticos de tet(B) y realizar un andlisis de la

capacidad de dicho gen de transferirse a otras bacterias del género Streptococcus.
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7. Susceptibilidad a Azitromicinay a Eritromicinay
genes de resistencia a macrolidos en aislados del
género Prevotella de pacientes con periodontitis

7.1 Resumen

La AZM ha sido propuesta recientemente como una opcién util en el tratamiento de la
periodontitis debido a sus efectos inmumoduladores y antiinflamatorios y a su sencilla
posologia. Sin embargo, la presencia de resistencias a macrélidos podria debilitar los
efectos antimicrobianos de este antibiotico, reduciendo en gran medida su efectividad.
Los genes erm y los genes mef pueden conferir resistencia a macrolidos a las bacterias
que los presentan. La presencia de los primeros en bacterias orales y la diseminacién
cada vez mayor de los ultimos, los hace objetivos interesantes para su monitorizacion
en el ambiente oral. El estudio de estos genes de resistencia en periodontopatégenos
como Prevotella puede ayudar a determinar el alcance de las resistencias a macrolidos
en las bacterias a las cuales va dirigido el antibiético. En este estudio se analizaron 100
aislados orales del género Prevotella elegidos aleatoriamente. Los aislados
pertenecieron a 11 especies distintas, a los que se les estudié la susceptibilidad a ERY

y AZM.

La susceptibilidad a AZM y ERY de los aislados de este estudio fue mayor de lo
observado en otros estudios anteriores, incluso en muestras tomadas del mismo pais.
El 31% de los aislados fueron resistentes a AZM, y se pudo observar que la presencia
del gen erm(F) en aislados de Prevotella puede inducir a mayores niveles de resistencia
a AZM y a ERY, pudiendo ser la propagacion de este gen entre periodontopatégenos

una amenaza al tratamiento con AZM.
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7.2 Introduccidén

El género Prevotella consiste en bacterias gramnegativas que, siendo frecuentemente
encontradas en la microbiota oral de individuos sanos, han sido consideradas bacterias
comensales durante largo tiempo?315. Sin embargo, estudios recientes han relacionado
la presencia o el incremento relativo de algunas especies de Prevotella a desérdenes
inflamatorios y a infecciones endégenas, como por ejemplo la artritis reumatoide,
disbiosis intestinal, vaginosis bacteriana, asma y periodontitis?®4. En la enfermedad
periodontal han sido categorizadas dentro del complejo naranja de la piramide de
Socransky y Haffajee, el cual contiene principalmente bacterias gramnegativas
anaerobias y colonizadoras tardias del biofilm oral, las cuales podrian tener un papel
en el desarrollo de la periodontitis>?85. Ademas, no ha sido hasta hace poco que a
especies como P. intermedia y P. nigrescens se les ha descrito un potencial
proinflamatorio similar al de P. gingivalis, uno de los principales patégenos relacionados

con la periodontitis32°,

El RAR es la base del tratamiento periodontal. No obstante, algunos casos requieren el
uso de terapia coadyuvante con antimicrobianos como los B-lactamicos o el MZ3%,
Aunque la combinacion de AMX y MZ ha sido ampliamente estudiada y prescrita3*4, se
ha demostrado que ciertos macroélidos como la AZM son efectivos frente a bacterias
tanto aerébicas como anaerdbicas, sin importar la resistencia intrinseca a macrolidos
que tienen las bacterias gramnegativas3*>346. Este antibidtico ha sido recientemente
propuesto como un coadyuvante efectivo en el tratamiento de la periodontitis,

reduciendo la profundidad de sondaje y el nivel clinico de insercign?28.347.348,

Los macrdlidos son bacteriostaticos que se unen al 23S rRNA, impidiendo la sintesis
proteica. La resistencia a AZM ha sido observada principalmente en forma de metilasas,
bombas de flujo y enzimas de inactivacion?®. Las metilasas, que son el mecanismo de

resistencia mas extendido y estan codificadas por genes erm, previenen la union del
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macrolido mediante la adicion de uno o dos grupos metilo al ribosoma, confiriendo
resistencia a macrélidos, estreptograminas y lincosamidas. Por otro lado, las bombas
de flujo Mef, como la codificada por mef(A), expulsan el macrélido a cambio de un
protén y confieren resistencia a un espectro menos amplio de antibi6ticos?3234°,
Recientemente, mef(A) y erm(B) han sido relacionados con altos niveles de resistencia
en bacterias gramnegativas como H. influenzae®°3%, |o cual los hace un objetivo
interesante a monitorizar al analizar genes de resistencia a macrélidos. Ademas, erm(F)
ha sido relacionado con altos niveles de resistencia a ERY y clindamicina en los géneros
Bacteroides y Parabacteroides®®1352, y se encuentra cominmente en bacterias del

género Prevotella45:353,

Segun la literatura, no hay articulos que relacionen la resistencia a AZM o ERY con los
genes de resistencia a macrdlidos en aislados del ambiente oral. Estos genes pueden
ser transferidos a otras bacterias a través de transposones conjugativos, los cuales
pueden ser activados en presencia de antibioticos3>*. Dado el aumento en el uso de la
AZM en la practica clinica y la presién selectiva ejercida como resultado de este
aumento, existe la necesidad de monitorizar la resistencia a AZM en las bacterias
periodontales como Prevotella spp., lo cual también podria ayudar a determinar la
efectividad de este antibidtico en la practica clinica?®?. Ademas, la resistencia a ERY
también tiene relevancia clinica, puesto que se usa en el tratamiento de infecciones

endodonticas en caso de pacientes alérgicos a B-lactamicos®%.

El objetivo de este estudio fue el de determinar la presencia de 7 genes de resistencia
a macrdlidos y la susceptibilidad a AZM y ERY en 100 aislados orales de Prevotella

spp. procedientes de pacientes con periodontitis.
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7.3 Material y métodos

7.3.1 Poblacion sujeta a estudio, toma de muestra subgingival y cultivo
bacteriano

Los aislados de Prevotella spp. fueron obtenidos de pacientes con periodontitis crénica
(ver capitulo 2). El protocolo de obtencién de las muestras subgingivales se describe
en los capitulos 1y 2. Los aislados estaban preservados en una solucion de glicerol al
30%, de la que fueron resembrados en placas de agar sangre e incubados en

condiciones de anaerobiosis durante 48-72 horas a 37°C.

7.3.2 Extraccion de DNA, Secuenciacién del gen 16S rRNA y screening de
genes de resistencia a macrolidos

Para la extraccion de DNA y la secuenciacion del gen 16S rRNA se siguié el mismo

protocolo que el descrito en el capitulo 1.

El screening de 7 genes de resistencia a macrolidos se llevé a cabo mediante PCR. En
la tabla 13 se muestran los primers utilizados, asi como la temperatura de fusion de los
primers para cada reaccion, las cuales se llevaron a cabo segun se indica en cada
referencia. Para la amplificacion de erm(G) se usaron de 30 a 100 ng de DNA, 1X
tampodn de PCR, 1X solucion con dNTPs, 2,5 mM de MgClz, 0,5 uM de cada primery 1
unidad de Tag polimerasa (Takara, Tokyo, Japén) en la mezcla de PCR. Las
condiciones de PCR fueron las siguientes: una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a
95°C seguida de 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 57°C y 30 segundos
a 72°C, finalizado con una elongacion final de 10 minutos a 72°C. Las extracciones de
DNA de los aislados portadores de genes de resistencia a macrélidos fueron utilizadas
como controles positivos. Para validar estos controles, se secuenciaron sus productos
de PCRYy las secuencias fueron alineadas con secuencias publicadas en GenBank. Los

controles negativos se realizaron afladiendo agua estéril de grado Milli-Q a la mezcla
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en lugar de DNA. Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa al

2%.

Tabla 13. Primers y temperaturas de alineamiento para la identificacion de genes de resistencia a
macrolidos.

. . Tamafio :
Primers Sequencia 5’ - 3’ Referencia
erm(B) F GGT AAA GGG CAT TTA ACG AC e - 356
erm(B) R CGA TAT TCT CGA TTG ACC CA
erm(F)F  CGG GTC AGC ACT TTACTATTG e - o
erm(F) R GGA CCT ACC TCA TAG ACA AG
erm(A) F TCT AAA AAG CAT GTA AAA GAA g o e
erm(A) R CTT CGA TAG TTT ATT AAT ATT AGT
erm(C) F TCA AAA CAT AAT ATA GAT AAA 610 43 357
erm(C) R GCT AAT ATT GTT TAA ATC GTC AAT
erm(Q) F AAG TTA TTG GGT TAC AGC TA o = .
erm(Q)R  CAC CTC CTA ATT TAA ATC TAC TA
erm(G) F GCA AGT TCT GCG CAA TAG CA :
erm(G)R  TAG CGG CAA TAA TCG CAC CA ey S
mef(A) F ACC GAT TCT ATC AGC AAA G e 5 o
mef(A) R GGA CCT GCC ATT GGT GTG

7.3.3 Test de susceptibilidad antibiética

Los aislados de Prevotella spp. fueron resembrados en agar sangre para llevar a cabo
un test de susceptibilidad antibidtica utilizando tiras E-test, las cuales contenian un
gradiente de concentracion de AZM o ERY. Tras incubar las placas de agar en
condiciones anaerbbicas y 37°C, se midieron las CMIs para ambos antibioticos
siguiendo las indicaciones del fabricante. S. pneumoniae ATCC 49619 fue utilizado

como cepa control.
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7.3.4 Andlisis estadistico

Se us6 la prueba t de Student como prueba estadistica pareada para variables
continuas para encontrar diferencias significativas entre los valores de CMI para ambos
antibiéticos en cada aislado. Antes de la prueba, los valores de CMI fueron
normalizados mediante el logaritmo neperiano. Se aceptaron valores p < 0,05 como

significativos.

Para comparar los grupos de aislados que portaban cada gen con los valores de CMI
que presentaban se hizo una prueba no paramétrica de Mann-Whitney-Wilcoxon.
Valores p < 0.0083 fueron aceptados como significativos después de aplicar las

correcciones de Bonferroni.

7.4 Resultados

Los aislados seleccionados para este estudio fueron parte de la microbiota subgingival
de 52 pacientes con periodontitis crénica, con una media de edad de 49,8 afios. Estos
pacientes presentaban una media de profundidad de sondaje de 6,63 £ 1,72 mm, un
nivel clinico de inserciéon de 7,49 + 2,07 mm y un 94,29% de puntos gingivales con
sangrado al sondar. Se seleccionaron 100 aislados de Prevotella spp., promediando
1,92 aislados por paciente (con un rango de entre 1y 5), con 28 pacientes presentando
mas de un aislado. P. intermedia y P. nigrescens fueron las especies mas identificadas

(33% cada una), seguida de P. buccae y P. denticola (Tabla 14).
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Tabla 14. Ndmero de aislados de cada una de las especies de Prevotella, rangos de CMI y valores
de CMlIsg y CMlg, para los dos antibiéticos testados. Los valores de CMI estan expresados en

ug/mL.
EEpEcss aislados

Rango CMI CMls; CMlg | Rango CMI CMlsy CMlg
P. intermedia 33 0,016 ->256 0,38 16 0,032-2256 0,5 2256
P. nigrescens 33 0,023-2256 0,125 2256 0,023 - 2256 1 > 256
P. buccae 14 1->256 8 2256 0,75- 2256 2 > 256
P. denticola 6 0,25-2256 2256 2256 0,75-2256 =256 =256
P. disiens 3 0,023->256 0,094 2256 0,064-2256 0,38 =256
P. maculosa 3 2-2256 2256 2256 2-2>256 2256 =256
P. oralis 3 15-4 2 4 1-3 2 3
P. melaninogenica 2 1> 256 0,75 1 0,75-1 0,5 0,75
P. baroniae 1 0,064 ND ND 0,25 ND ND
P. oris 1 1 ND ND 0,75 ND ND
P. pallens 1 > 256 ND ND 128 ND ND
Prevotella spp. 100 0,016 - > 256 1 2256 0,023-2256 1,5 2256

Las CMls para ERY y AZM oscilaron de 0,016 pg/ml a = 256 yg/ml y de 0,023 pg/ml a
= 256 pg/ml respectivamente, con grandes diferencias entre aislados de la misma
especie. Veintitrés de los 28 pacientes con mas de un aislado presentaron rangos de
CMIs muy amplios entre sus aislados. Ademas, se observaron diferencias significativas
al comparar las CMIs entre los 100 aislados (p = 0,001). El conjunto de los aislados de
Prevotella mostraron una CMIso de 1 pg/ml para ERY y una CMisp de 1,5 pug/ml para
AZM. La CMlg para ambos antibidticos fue de = 256 ug/ml para todas las especies
excepto para P. melaninogenica y Prevotella oralis en el caso de ambos antibiéticos, y
para P. intermedia en el caso de ERY. Los valores de CMIsp y CMlgo para P. baroniae,
Prevotella pallens y Prevotella oris no pudieron ser determinados ya que solo se obtuvo

un aislado de cada especie (Tabla 14).

No se han determinado concentraciones de corte para determinar la resistencia a
macrélidos en anaerobios gramnegativos3%%3%0, No obstante, la concentracion de AZM
en el fluido crevicular gingival ha sido estimado en 7-8 ug/ml después de una dosis oral

de 500 mg36%362, Bajo esta premisa, al menos el 31% de los aislados de este estudio
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serian resistentes a AZM (CMI = 12 pg/ml), con P. denticola, P. buccae, P. nigrescens
y P. intermedia siendo las especies con un mayor niamero de aislados resistentes:

66,67%, 42,86%, 33,33% y 18,18% respectivamente.

Los genes erm(B) y erm(F) fueron detectados por PCR en 58 de los 100 aislados de
Prevotella. EI gen erm(B) fue detectado en 19 aislados, mientras que erm(F) se
encontré en 51 aislados. En 12 aislados se encontraron ambos genes, viéndose esta
combinacién principalmente en las especies P. intermedia y P. nigrescens, aunque
también se encontré en un aislado de P. melaninogenica (Tabla 15). Diecisiete de los
28 pacientes con mas de un aislado presentaron distintos genes. No se encontrd

ninguno de los otros 5 genes estudiados.

Al comparar las CMIs de cada aislado de Prevotella con la presencia de los genes
estudiados, se pudo observar que los valores de CMIso para ERY aumentaron 15,62
veces en presencia de erm(B) y 23,44 veces en presencia de erm(F). Los valores de
CMIsp para AZM también aumentaron en presencia de genes de resistencia a
macrdlidos, siendo 5,26 veces mayores en el caso de erm(B) y 31,58 veces mayores
en el caso de erm(F). Los valores de CMI fueron significativamente mayores para ERY
(p = 0,001) y AZM (p = 0,0002) al comparar las CMIs de aquellos aislados portadores
de erm(F) y aquellos aislados que no portaban ninguno de los genes estudiados. Diez
aislados mostraron CMls elevadas (= 12 pg/ml) para AZM o ERY y no portaban ninguno

de los genes estudiados.
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7.5 Discusion

En este estudio se analizé la susceptibilidad a AZM y a ERY de 100 aislados
subgingivales de Prevotella spp. obtenidos de pacientes espafioles con periodontitis.
Identificamos 11 especies distintas y buscamos la presencia de 7 genes de resistencia
a macrolidos. De acuerdo a la literatura consultada, la resistencia a AZM y a ERY en
prevotellas orales no ha sido estudiada en profundidad, y solo la presencia de erm(F)
ha sido reportada en aislados de P. intermedia y P. nigrescens?*>353, Ambos antibi6ticos
han sido ampliamente utilizados en la clinica dental: la ERY se utiliza frecuentemente
en pacientes bajo tratamiento endodontico y alérgicos a penicilinas®®®, y recientemente
se han llevado a cabo numerosos ensayos clinicos para evaluar la efectividad de la
AZM como coadyuvante al RAR. Estos ensayos han demostrado la validez de usar AZM
frente a los principales periodontopatégenos. Propiedades como su rapida absorcion
por fibroblastos, su larga vida media, sus efectos inmumodulatorios y antiinflamatorios,
su sencilla posologia y sus bajos efectos secundarios, han hecho de la AZM una

alternativa atractiva al tratamiento con AMX y MZ94:221,228,363

En este estudio, los rangos de CMI y las CMIso y CMlgo de ERY fueron muy similares a
las de AZM; de hecho, fueron ligeramente inferiores en la mayoria de las especies
estudiadas, indicando que la ERY puede tener propiedades antibacterianas parecidas
alas de AZM para Prevotella spp. No obstante, la ERY no tiene las mismas propiedades
antiinflamatorias e inmunomodulatorias que hacen de la AZM una opcion mas

atractiva?21.228,

La monitorizacion de las resistencias a antibiéticos a nivel global es esencial para
establecer tratamientos efectivos frente a las infecciones®*. Los investigadores se
enfrentan a distintas CMIs para el mismo antibidtico y especie bacteriana en distintos
paises. Por ejemplo, van Winkelhoff encontr6 en 2005 valores de CMI mas altos en

aislados de Prevotella spp. de pacientes espafioles que en aislados de Paises Bajos,
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probablemente debido a un mayor uso y prescripcién de antibiéticos en Espafia?®. Este
pais es uno de los estados europeos con el mayor consumo de antibioticos252:365.366 y
numerosos estudios han relacionado estos habitos con mayores niveles de
resistencias, lo cual podria explicar las diferencias entre paises3®’. Estas variaciones en
la susceptibilidad a antibidticos podrian marcar la diferencia entre un tratamiento
efectivo y uno fallido. Asi, un mayor conocimiento acerca de la susceptibilidad a
antibidticos en diferentes areas geograficas puede ayudar a superar este problema. Los
rangos de CMI para AZM presentados por los aislados de nuestro estudio fueron
similares a los obtenidos en estudios anteriores (0,016 - = 256 pg/ml)25%.2%3  pero los
valores de CMlso y CMloo fueron superiores. La CMlgo excedid los 256 pg/ml en la
mayoria de las especies, incluyendo P. nigrescens y P. intermedia. Los valores de CMIso
también fueron altos; por ejemplo, para P. intermedia fueron 5 veces superiores a los
descritos previamente?°2%, No obstante, se han observado niveles de resistencia
superiores en aislados de Prevotella obtenidos de las vias respiratorias de sujetos con
fibrosis quistica®®®, indicando que algunas bacterias del género Prevotella pueden llegar
a niveles de resistencia a AZM superiores a las observadas en este estudio. Los rangos
de CMI y los valores de CMIso y CMlgo para ERY fueron similares a los encontrados en
un estudio reciente3®, Sin embargo, los aislados de Prevotella spp. obtenidos por
Toprak et al., no estuvieron limitados al ambiente oral como origen puesto que también
incluyeron aislados obtenidos de abscesos y heridas de pacientes hospitalizados, lo

cual podria haber aumentado sus valores de CMIso y CMlgo.

Los genes erm codifican para metilasas de la molécula 23S rRNA, las cuales evitan la
union del macrélido al ribosoma?32. En el género Prevotella spp. solo se han observado
los genes erm(A), erm(C), erm(F) y erm(G)3%8. En este estudio se buscaron estos genes
junto con erm(B) y mef(A), pero solo se detectaron erm(B) y erm(F). Hasta donde
sabemos, esta es la primera vez que se detecta erm(B) en bacterias del género

Prevotella.
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La presencia de erm(F) era de esperar puesto que parece ser que este gen se
encuentra distribuido ampliamente entre bacterias anaerobias negro pigmentadas,
integrado normalmente en transposones conjugativos junto con tet(Q), un gen de
resistencia a TET?45353, Por otro lado, erm(B) ha sido ampliamente encontrado en
estreptococos del ambiente oral, ubicado en transposones de la familia
Tn916/1545%%28  E| gen intTn codifica para la proteina Int, involucrada en la
transposicién de estos elementos genéticos mébiles. En este estudio, 4 aislados
portadores de erm(B) y 19 aislados portadores de erm(F) también presentaban el gen
intTn. Esto podria ser una indicacion de la presencia de transposones en estos aislados,
aunque se deberian llevar a cabo mas estudios para confirmarlo. La presencia de estos
genes de resistencia en elementos transferibles podria otorgarles la habilidad de
transferirse tanto dentro del género Prevotella como a otras bacterias orales,

alimentando un reservorio de genes de resistencia en el ambiente oral?43:370,

Se observaron diferencias al comparar los valores de CMIso de AZM y ERY con la
presencia o ausencia de genes de resistencia a macrélidos. En el caso de erm(B), se
observaron incrementos del valor de CMlso de 15,63 y 5,26 veces para ERY y AZM
respectivamente. Sin embargo, el nimero de aislados que portaban erm(B) era
demasiado bajo como para extrapolar conclusiones. En el caso de erm(F), los valores
de CMlso también aumentaron 23,44 y 31,58 veces para ERY y AZM respectivamente.
Ademas, se observaron valores de CMI para ambos antibidticos significativamente méas
altos en aquellos aislados que portaban erm(F). Puesto que erm(F) se detecta a
menudo en bacterias anaerobias negro pigmentadas3®33%7, cierto nivel de resistencia
era de esperar en Prevotella. Dado el incremento en el nivel de resistencia a AZM
conferido por erm(F), y la presencia de este gen entre bacterias anaerobias negro
pigmentadas, el uso de la AZM como una opcién terapéutica podria estar en riesgo si

estos genes se diseminan.
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En este estudio se usé una concentracion de corte de = 12 ug/ml para determinar la
resistencia a AZM, dado que ni el EUCAST ni el CLSI proporcionan concentraciones de
corte de macroélidos para bacterias anaerobias gramnegativas. El porcentaje de
susceptibilidad = 12 ug/ml en los aislados obtenidos de pacientes con periodontitis fue
alta (31%), con valores de CMIso y CMlgo més elevados que los previamente reportados,
incluso en Espafia. Estos valores fueron muy similares para los dos antibiéticos,
indicando una susceptibilidad similar de Prevotella spp. a ERY y AZM. De los 7 genes
buscados, se detecté erm(B) y erm(F), y ambos parecian estar asociados con un mayor
nivel de resistencia a ERY y AZM al compararlos con aislados en los que no se detectd
ningun gen. Puesto que habia aislados que presentaban altos niveles de resistencia y
a su vez no eran portadores de ninguno de los genes buscados, seria interesante
realizar estudios futuros orientados a entender qué mecanismos usan esos aislados de

Prevotella spp. para resistir a los macrélidos.

Finalmente, la monitorizacién de resistencias a antibiéticos deberia ser efectuada
regularmente para ayudar a los clinicos a elegir el mejor régimen antibidtico para sus
pacientes, puesto que parece que la resistencia a AZM estad incrementando en
Prevotella spp., y que algunos genes con una alta capacidad de transferencia podrian

ser responsables de ello.
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8. Prevalencia de bacterias resistentes a B-
lactdmicos aisladas de pacientes con periodontitis

8.1 Resumen

Los B-lactdmicos son los antibiéticos mas utilizados en la préactica clinica. En el
ambiente oral, la combinacion de AMX y MZ es una de las mas usadas para el
tratamiento de la periodontitis. Por este motivo, es importante monitorizar las
resistencias a B-lactamicos en la microbiota bucal, asi como los genes que puedan
conferir esta resistencia. Ademas, analizar la resistencia a otros antibidticos de aquellas
bacterias resistentes puede ayudar a definir un tratamiento alternativo para aquellos
pacientes en los que el tratamiento con B-lactdmicos no dé resultados debido a las
resistencias. En este estudio se analiz6 la microbiota resistente a AMX 'y CTX, obtenida
de 130 muestras subgingivales de pacientes con periodontitis. A los aislados obtenidos
se los identificd a nivel de especie y se les hizo un screening de 7 genes que codifican
para B-lactamasas. Ademas, la resistencia fenotipica a otros 6 antibidticos fue

estudiada.

Los resultados mostraron una gran presencia de aislados resistentes a fB-lactamicos
entre las muestras analizadas. Los aislados identificados mas frecuentemente
pertenecian a los géneros Streptococcus, Prevotella y Veillonella, y los genes blacixa y
blatem fueron los més detectados. En cuanto a la multirresistencia a antibiéticos de los
aislados, la resistencia a ERY y KAN fue la mas observada. Estos resultados podrian
poner en duda el uso de B-lactamicos para el tratamiento del ambiente oral, del cual

hoy en dia se pueden beneficiar los pacientes con periodontitis.

127



Capitulo 6

8.2 Introduccidén

La periodontitis es una enfermedad infecciosa compleja causada por una disbiosis del
biofilm subgingival y una respuesta desproporcionada del sistema inmune del
huésped3t. El desbridamiento supra y subgingival, junto con la motivacién e
instrucciones de higiene oral son los tratamientos estandar de la periodontitis, y los
antimicrobianos pueden ser utilizados como terapia adyuvante en determinadas
condiciones®:372373, La etiologia microbiana de las enfermedades periodontales
inflamatorias justifica el uso de medicacion antimicrobiana en la terapia periodontal. Los
antibidticos pueden estar especialmente indicados en pacientes de 36 afios 0 menos,
con periodontitis estadio Il o para pacientes con pérdida de nivel clinico de insercién de
hueso radiografiado en mas de 2 sitios no adyacentes®’4. Los antimicrobianos mas
utilizados en el tratamiento de la periodontitis son los B-lactamicos, especialmente la
AMX, la cual puede administrarse junto con MZ%. Se ha descrito que aquellas bacterias
resistentes a B-lactdmicos también pueden ser resistentes a otros antibioticos como las
TETSs, aminoglicosidos y CHL35-377, El mecanismo mas importante de resistencia a B-
lactamicos son las B-lactamasas, enzimas que rompen el anillo B-lactamico e inactivan
al antimicrobiano®8. Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEEs) pueden
hidrolizar un amplio rango de B-lactdmicos tales como las penicilinas, cefalosporinas y
monobactams, siendo inhibidas por inhibidores de B-lactamasas tales como el acido
clavulanico377:379.380, | as BLEESs fueron detectadas en los afios 80 en un aislado de
Klebsiella pneumoniae y hoy en dia se han observado tanto en enterobacterias como
en otros filos bacterianos colonizadores de humanos. Se han descrito mas de 230
BLEEs, incluyendo las de tipo TEM, CTX-M, OXA y KPC3#0, blarem ha sido descrita
como la BLEE més prevalente del ambiente oral, aunque los estudios que han buscado
estos genes en la microbiota oral son escasos?64381-383  Otras B-lactamasas
encontradas en el biofilm oral incluyen blacixa blacepacoia y blaampc, sugiriendo que la
boca puede ser un reservorio de genes de B-lactamasas. De hecho, el ambiente oral,

al ser un lugar de transito para bacterias que entran al sistema digestivo y albergando
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mas de 700 especies distintas que crecen formando un biofilm, ofrece oportunidades

excelentes para que se produzca transferencia genética horizontal*?384,

Espafia es uno de los paises de europeos con un mayor consumo de antibiéticos, lo
cual se ha relacionado con el aumento de la resistencia a los mismos?>2. Se conoce
muy poco acerca de la distribucién de genes de B-lactamasas presentes en la
microbiota subgingival de pacientes espafioles con periodontitis. Por esta razén, el
objetivo de este estudio fue investigar los genes de B-lactamasas en la microbiota
subgingival resistente a AMX y CTX aislada de 130 pacientes con periodontitis.
Adicionalmente, se evalu6 la multirresistencia de estos aislados a CHL, TET, KAN, ERY

y STR.

8.3 Material y métodos

8.3.1 Poblacién sujeta a estudio, muestreo de bacterias subgingivales y
cultivo bacteriano

Los aislados resistentes a -lactamicos fueron obtenidos de las muestras del capitulo
2. Las condiciones clinicas de los pacientes vienen detalladas en el capitulo 2, y el

protocolo de obtencidn de las muestras se puede consultar en el capitulo 1.

Las muestras subgingivales se dispersaron en vortex durante 60 segundos. Se hicieron
diluciones seriadas que fueron sembradas por duplicado en agar sangre, agar sangre
con CTX a 2 pg/ml y agar sangre con AMX a 8 pg/ml (ambos antibiéticos de Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), siguiendo las concentraciones de corte para bacterias
anaerobias recomendadas por el CLSI®® y el EUCAST. Dado que la microbiota oral
contiene diferentes géneros bacterianos, y que muchos de estos no son mencionados
en las guias del CLSI o del EUCAST393%, |as concentraciones fueron elegidas
basandonos en los parecidos taxonémicos de las bacterias del ambiente oral, usando

las concentraciones més elevadas en caso de duda. Por lo tanto, aquellas bacterias
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que crecieron en placas con antibidticos fueron consideradas resistentes. Con el
objetivo de obtener un mayor rango de microbiota subgingival, la mitad de las placas
fueron incubadas en condiciones anaerobias y la otra mitad en condiciones
microaerofilicas (5% COz) a 37°C durante 48-72 horas. Todas las morfologias distintas
fueron seleccionadas, resembradas para obtener cultivos axénicos y preservadas a

-80°C en una solucién de glicerol al 30%.

8.3.2 Extraccién de DNA y secuenciacién

El protocolo para obtener DNA de los aislados y para secuenciar el gen 16S rRNA fue

el mismo que el usado en el capitulo 1.

8.3.3 Deteccioén de genes B-lactamasas

Para la deteccion de 7 genes de resistencia a B-lactdmicos se utilizaron los primers
descritos en la tabla 17. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con entre 30 y 100
ng de DNA, 1X tampon de PCR, 1X solucion de nucledtidos, 2,5 mM de MgClz, 0,5 pM
de cada primer y 1 unidad de Taq polimerasa (Talara, Tokio, Japon). Todas las PCR se
iniciaron con 5 minutos de desnaturalizacion inicial a 95°C y se finalizaron con 10
minutos de elegonacion final a 72°C. El niumero de ciclos y condiciones para cada set
de primers fueron los siguientes: i) para la deteccion de blacia: 26 ciclos de 1 minuto a
95°C, 1 minuto a 58°C y 1 minuto a 72°C. ii) para la deteccién de blacepaicbia: 29 ciclos
de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C y 30 segundos a 72°C. iii) para la deteccion
de blaampc: 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 50°C y 1 minuto a 72°C. iv) para la
deteccion de blaoxa: 30 ciclos de 40 segundos a 95°C, 40 segundos a 55°C y 40
segundos a 72°C. v) para la deteccion de blatewm, blaskv y blactx-m se llevo a cabo una
PCR multiplex38> con el siguiente programa: 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30
segundos a 60°C y 2 minutos a 72°C. Los productos de PCR se visualizaron en un gel
de agarosa al 2%. DNA de los aislados portando los genes investigados fue utilizado

como control positivo. Para confirmar la presencia de los genes en los controles, los
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amplicones de PCR del tamafio esperado fueron secuenciados y alineados con
secuencias de referencia publicadas en Genbank mediante el software BLAST. Los
controles negativos incluyeron agua estéril grado Milli-Q en lugar de DNA en la mezcla

de PCR.

Tabla 17. Lista de primers utilizados en este estudio

Tm Tamafio

Primers Sequencia 5’ - 3’ Referencia
9 (°C)  (pb)

CFXA F GCA AGT GCAGTT TAAGAT T 58 934 264
CFXAR GCT TTAGTT TGC ATT TTC ATC
CepA/CblAF CAA AGY GAC AAY AAT GCC TGC G 58 426 382
CepA/CblAR TSACGAAGRCGG CWAT
AMPC F TAA ACA CCACAT ATG TTC CG 50 769 382
AMPC R ACT TAC TTC AAC TCG CGA CG
OXA F TAT CGC GTG TCT TTC GAG TA 55 700 382
OXA R TTA GCC ACC AAT GAT GCC
TEMF TCG CCG CAT ACA CTATTC TCA GAA TGA 60 445 385
TEMR ACG CTC ACC GGC TCC AGA TTT AT
SHV F ATG CGT TAT ATT CGC CTG TG 60 747 385
SHV R TGC TTT GTT ATT CGG GCC AA
CTX-MF ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTK ATG GC 60 503 386
CTX-M R TGG GTR AAR TAR GTS ACC AGA AYC AGC GG

8.3.4 Andlisis de resistencia a antibioticos in vitro

El protocolo para determinar la resistencia de los aislados a los distintos antibiéticos
testados fue el mismo que el usado en el capitulo 1 con dos modificaciones: todos los
aislados fueron testados para TET a 8 pg/ml, y aquellos aislados crecidos en AMX
fueron testados para CTX a 2 pg/ml, mientras que los aislados crecidos en CTX fueron
testados para AMX a 8 pg/ml. Los aislados crecidos en condiciones microaerofilicas
fueron incubados nuevamente en microaerofilia durante el test de susceptibilidad a

antibioticos.
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8.3.5 Andlisis estadistico

La prueba x? fue utilizada como test estadistico para encontrar diferencias entre la
prevalencia de los genes analizados y la resistencia fenotipica a los antibidticos
testados entre las especies identificadas en este estudio. Los p valores inferiores a 0,05

fueron aceptados para indicar diferencias estadisticas.

8.4 Resultados

Se obtuvieron 130 muestras de pacientes con periodontitis generalizada y estadios Il
o IV. Los pacientes presentaban edades comprendidas entre los 24 y 82 afios (media
de 51,3), una profunidad de sondaje de 6,6 + 1,8 mm, nivel clinico de insercion de 7,6
+ 2.1 mm y un 92,1% de sangrado al sondar en los sitios gingivales. De las 130
muestras, 63 (48,5%) y 33 (25,4%) presentaron aislados resistentes a AMX en
condiciones de anaerobiosis (ARIA) y microaerofilia (ARIM), respectivamente, mientras
que 98 (75,4%) y 70 (53,6%) presentaron aislados resistentes a CTX en condiciones
de anaerobiosis (CRIA) y microaerofilia (CRIM) respectivamente. Veintiocho muestras
(21,5%) crecidas en anaerobiosis y 53 (40,8%) crecidas en condiciones microaerofilicas
no presentaron ningun aislado resistente a (-lactamicos. Veintidos muestras (16,9%)
no presentaron aislados resistentes a B-lactdmicos ni en condiciones anaerébicas ni
microaerofilicas. Las muestras crecidas en agar sangre sin antibiéticos presentaron una
carga bacteriana de 7,3 log10 ufc/ml (x 1,3) en condiciones anaerobias y 7,1 logl10
ufc/ml (+ 0,9) en condiciones microaerofilicas. De promedio, el nimero de ufc/ml de

bacterias resistentes a B-lactdmicos implico una reduccion de 1 logaritmo (tabla 18).
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Tabla 18. Recuentos bacterianos expresados en ufc/ml.

Anaerobiosis Microaerofilia

Resistentes Resistentes Bacterias Resistentes Resistentes Bacterias
AMX CTX totales AMX CTX totales

Contaje

6 6 7 6 6 7
PEEEBNE 1,3x 10 2,3x10 2,0x 10 1,3x 10 1,2x 10 1,4x10

Resistencia

% 6.5 11.6 = 9.6 8.8 =

De las muestras subgingivales se obtuvieron 181 ARIAs, 84 ARIMs, 293 CRIAs y 179
CRIMs, sumando un total de 737 aislados. Las bacterias aisladas fueron identificadas
mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA y la presencia de genes de resistencia a
B-lactamicos fue evaluada mediante PCR. Adicionalmente, se testé la resistencia
fenotipica a CHL, STR, ERY, TET y KAN. Ademas, la resistencia a AMX y CTX fue
testada dependiendo de que antibiético fuera utilizado para su seleccion inicial (Tablas
20 y 21). Bacterias del género Prevotella fueron las més aisladas (n=213),
principalmente las especies P. nigrescens (n=70) y P. intermedia (n=65), seguido del
género Streptococcus (n=153), con una amplia variedad de especies dentro de este
género (Tabla 21). El género Prevotella fue significativamente (p < 0,01) mas prevalente
en ARIAs, mientras que el género Veillonella fue més prevalente en CRIAs (p < 0,01).
Respecto a las bacterias crecidas en condiciones microaerofilicas, el género Neisseria
fue significativamente mas prevalente en ARIMs (p < 0,05), mientras que el género
Micrococcus fue mas prevalente en CRIMs (p < 0,01). M&s del 12 por ciento (12,1%)
de los aislados fueron identificados a nivel de género y un 8% de los aislados no

pudieron ser identificados (Tablas 20 y 21).

Respecto a los genes bla, blacxa fue el més prevalente (24,8%), seguido de blarem
(12,9%), blacepa/chia (1,1%) y blasnv (0,8%). Los genes blactx-m, blaoxa y blaampc no
fueron detectados. blacia fue significativamente (p < 0,01) mas frecuente en aquellos

aislados crecidos en condiciones anaerobias que en condiciones microaerofilicas.
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La resistencia fenotipica a otros antibiéticos fue detectada en 599 aislados (81,3%).
Estos aislados fueron resistentes, como minimo, a un antimicrobiano aparte del -
lactamico para el que fueron seleccionados previamente. 56,9% de los aislados
presentaron resistencia a KAN, 54,6% a ERY, 29,4% a TET, 27,7% a STR y 9,9% a
CHL. Los aislados seleccionados por AMX mostraron resistencia a CTX mas
frecuentemente (53,6%) que a la inversa (32,2%). La mayoria de los aislados
multirresistentes lo fueron a 1-3 antimicrobianos (22,2%, 26,4% y 25,7%
respectivamente) y 15 aislados (2,5%) fueron resistentes a los 6 antimicrobianos
testados (Tabla 22). Se observaron diferencias estadisticas entre el porcentaje ARIAs
y ARIMs resistentes a CHL y KAN, y entre el porcentaje de CRIAs y CRIMs resistentes

a AMX y KAN.
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Tabla 22. Numero de aislados resistentes a otros antibiéticos.

Aislados multirresistentes

N° de antibioticos CRIA CRIM ARIA ARIM Total

0 47 46 37 8 138
1 37 56 16 24 133
2 70 29 33 26 158
3 73 23 49 9 154
4 39 11 28 9 87
5 26 6 18 2 52
6 1 8 0 6 15
Total 293 179 181 84 737

8.5 Discusion

En este estudio se analiz6 la microbiota subgingival resistente a B-lactamicos aislada
de pacientes con formas graves de periodontitis. Las bacterias fueron aisladas en base
a su resistencia a AMX o CTX. La AMX fue elegida por ser el B-lactamico de primera
eleccion en varias infecciones bacterianas, incluyendo la periodontitis®>227:390_ E| uso de
CTX, una cefalosporina de tercera generacion, es mucho mas restringido y, por lo tanto,
la resistencia a este antibiotico deberia ser mas escasa. Sin embargo, BLEEs como
CTX-M, las cuales son efectivas frente a CTX, son prevalentes en todo el mundo387:388,
convirtiéndolas en objetivos de estudio interesantes al analizar la resistencia a B-

lactamicos.

Un promedio del 7,8% de la microbiota cultivable aislada en este estudio fue resistente
a AMX, lo cual fue ligeramente superior a lo encontrado en un estudio previo de
muestras espafiolas en las que se compard la microbiota subgingival de sujetos
esparioles y neerlandeses?®*. En la poblacion de este estudio, la resistencia a CTX
resultd ser mas prevalente, con el 82,3% de los pacientes presentando al menos un

aislado resistente, que la resistencia a AMX (55,4%). Se detectd una gran cantidad de
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aislados de Veillonella resistentes a CTX (n=76), y muy pocos a AMX (n=5), lo cual
podria ser una explicaciéon para la alta prevalencia de resistencia a CTX. Estudios
previos han descrito que el género Veillonella tiene poca susceptibilidad a los
B-lactamicos, probablemente debido a la presencia de PBPs con poca afinidad a estos
antibioticos®8%-392, Ademas, algunos estudios analizaron aislados de Veillonella y
encontraron CMIs mas altas para cefoxitina que para AMX y ampicilina3°%:39, sugiriendo
que Veillonella spp. podria ser mas resistente a cefalosporinas que a aminopenicilinas.
En el presente estudio, P. nigrescens (n=70), P. intermedia (n=65) y V. parvula (n=60)
fueron las especies mas aisladas. Esto concuerda con reportes previos que indican que
Prevotella es el principal género bacteriano oral que expresa resistencia a
B-lactamicos?50261.393 | a mayoria de los estudios que analizan la resistencia a
B-lactdmicos han basado su seleccion de aislados en la produccién de B-lactamasas y,
por lo tanto, y a pesar de ser resistentes a B-lactdmicos, el género Veillonella ha sido

descartado al no producir B-lactamasas389.391.394,

En este estudio, la multirresistencia a antibiéticos fue analizada en cada aislado
mediante concentraciones de corte sugeridas por el EUCAST y el CLSI. Todos los
aislados que crecieron en placas con antibidticos fueron consideradas resistentes. De
los 737 aislados resistentes a B-lactamicos, 81,3% fueron multirresistentes. De éstos,
el 63,3% fueron seleccionados por resistencia a CTX y el 36,7% por resistencia a AMX,
siendo estos valores muy similares al porcentaje de aislados totales resistentes a CTX
y a AMX (64% y 35% respectivamente), con escasa diferencia respecto a si fueron
cultivadas en condiciones anaerobias o microaerofilicas. Esto sugeriria que la
multirresistencia no depende de la seleccion inicial por AMX o CTX. Se observaron
pocas diferencias entre los 4 grupos de aislados excepto por la resistencia a KAN, CHL
y AMX. La resistencia a KAN fue méas prevalente en aislados anaerobios debido
principalmente a la resistencia inherente de las bacterias anaerobias a este

antibiético®® y a la presencia de aislados de Prevotella, los cuales son conocidos por
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presentar una mayor tolerancia a KAN que otras bacterias orales®%. La resistencia a
CHL fue observada en altos porcentajes en aislados microaerofilicos debido a los
aislados de Pseudomonas, los cuales son capaces de exhibir niveles altos de
resistencia gracias a sus bombas de flujo3°7-3%, Por otro lado, la resistencia a AMX fue
menos observada en CRIMs, probablemente debido a la falta de aislados de Prevotella,

los cuales incrementaron la prevalencia de resistencia a AMX en CRIAs.

Quince aislados presentaron resistencia a los 7 antibidticos testados en este estudio,
procedentes todos de distintos pacientes. Los aislados fueron identificados como V.
parvula (n=3), P. aeruginosa (n=2), Acinetobacter guillouiae (n=3) y Stenotrophomonas
maltophilia (n=1). De los 15 aislados, 6 no pudieron ser identificados mediante
secuenciacion del gen 16S rRNA. Se ha descrito que los géneros Pseudomonas,
Acinetobacter y Stenotrophomonas son ricos en bombas de flujo, lo cual les confiere
resistencia a multiples antibiéticos'®*. Ademas, la resistencia a TET, KAN y ERY se
puede ligar a la presencia de transposones de la familia Tn916/1545, los cuales son
comunes en la microbiota oral y portan genes que confieren resistencia a estos
antibidticos?74325, Estos transposones se han descrito en Veillonella39?4%, |o cual podria

ser la causa de la multirresistencia observada.

El gen blacia fue detectado en el 24,8% de los aislados, de los cuales el 71% (n=136)
fueron bacterias del género Prevotella. Este género ha sido previamente asociado al
gen blacia, obteniendo resistencia a varias penicilinas y cefalosporinas®®t. Tal y como
describieron estudios previos?0:381382 se observo una alta prevalencia de blacixa en
aislados del género Capnocytophaga (83,3%). Hasta donde nosotros sabemos, esta es
la primera vez que se detecta el gen blacxa en los géneros Staphylococcus,
Alloprevotella, Streptococcus y Veillonella. Puesto que el biofilm oral es un entorno
favorable para la transferencia genética horizontal*%24%3, es posible que el gen blacixa

se transfiriera desde los géneros Prevotella y Capnocytophaga, los cuales son
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portadores habituales®®?. El gen blatem fue encontrado en el 23,1% de las muestras y
el 12,9% de los aislados, principalmente en Veillonella spp. y Prevotella spp. La
prevalencia de este gen fue baja en comparacion con el estudio llevado a cabo por
loannidis et al., en el que se observé una prevalencia de entre 46,2%y 72,7% de blatem
en muestras subgingivales y linguales de sujetos griegos?5!. Estas diferencias podrian
estar relacionadas con el mayor consumo de antibidticos por parte de la poblacion
griega de acuerdo al European Centre for Disease Prevention and Control*®, o a la
metodologia empleada, puesto que la deteccion de blatem se realizé a partir de un
conjunto de bacterias subgingivales en cada muestra, independientemente de sus
patrones de resistencia o de su habilidad de crecer aisladas. Hay que destacar la
deteccion de los genes blarewm, blasnv, blacia en estreptococos, puesto que existe cierta
controversia acerca de la presencia de genes bla en este género. Pese a que se ha
sugerido que los estreptococos son incapaces de adquirir genes bla foraneos*®, al
menos dos estudios han descrito la presencia de estos genes en S. pneumoniae°®, La
deteccion de blatem por Ding et al., fue cuestionada debido a una posible contaminacion
de la Taq polimerasa utilizada en la reaccién*®?, sin embargo, en nuestro estudio los
controles negativos no sugieren la presencia de contaminacién. Por lo tanto, seria
interesante realizar futuros estudios para analizar la presencia de genes bla entre
estreptococos orales. Tanto blacepacbia como blasny fueron detectados en bajas
proporciones tal y como se ha descrito en estudios previos382:393408 sygiriendo que
probablemente no juegan un rol critico en la resistencia a -lactamicos en el ambiente

oral.

Con los datos obtenidos en este estudio, se puede concluir que la resistencia a
B-lactamicos esta ampliamente distribuida en la microbiota subgingival de pacientes
espafioles con periodontitis. Prevotella, Veillonella y Streptococcus fueron los géneros
con un mayor nimero de aislados resistentes a -lactamicos, sugiriendo que, en esta

poblacién, la microbiota oral comensal puede ser un reservorio de resistencia a
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B-lactamicos. De especial importancia es la presencia de B-lactamasas codificadas en
genes transferibles como blatemy blacixa, los cuales podrian transferir a otras bacterias
orales o bacterias en transito a otras partes del cuerpo. Ademas, una alta prevalencia
de bacterias multirresistentes fue observada, limitando el nimero de antibiéticos
disponibles, de ser necesarios, frente a infecciones bacterianas. Pese a los informes
avisando del aumento de la resistencia a antimicrobianos, éstos son normalmente
recetados en la préactica clinica sin un estudio previo de los perfiles microbianos y sin
realizar antibiogramas; practicas, éstas, que favorecen la diseminacién de la resistencia
a antimicrobianos. Lo anterior, junto con los altos porcentajes de resistencia a
B-lactamicos observados en este estudio, subraya el riesgo de que un tratamiento

antibiético que hoy en dia es efectivo, se convierta en ineficaz.
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9. Discusion general

El objetivo de esta Tesis Doctoral fue analizar las resistencias que presenta la
microbiota subgingival a las clases de antibidticos mas utilizadas en el tratamiento de
las infecciones bacterianas de la boca y especialmente en el tratamiento de la
periodontitis®8. Para ello, en los capitulos 1, 2,3y 4, se hizo un andlisis de la resistencia
a TET, en el capitulo 5 un estudio de resistencia a macrolidos y en el capitulo 6 una
investigacion acerca de la resistencia a B-lactamicos. El ambiente oral ha sido definido
como un ambiente idéneo para la transferencia genética horizontal*?33%, y aunque en
todos los capitulos se ha hecho énfasis en esta idea, en el capitulo 4 se estudio
particularmente un gen de resistencia a TET nunca antes descrito en bacterias
grampositivas, remarcando ain mas la proclividad a la transferencia genética horizontal

gue proporciona el ambiente oral.

Las resistencias a antibiéticos en el biofilm oral han sido estudiadas de distintas formas.
Algunos investigadores han analizado los perfiles de susceptibilidad a antibiéticos de
microorganismos concretos?%02%32%  mientras que otros han realizado estudios
basados en la presencia de genes de resistencia?432512532%1 - Sin embargo, ningdn
trabajo ha estudiado la distribucion de genes de resistencia a antibiéticos en la
microbiota subgingival de sujetos sanos y con periodontitis y ha identificado a las
especies portadoras de dichos genes. La mayoria de los estudios que investigaron la
prevalencia de genes de resistencia lo hicieron a partir de extracciones de DNA
metagénomico, o bien a partir de bacterias aisladas de mdltiples nichos del ambiente
oral y sin definir su origen. La aproximacion tomada en esta tesis permite relacionar los
genes de resistencia a antibiético con las especies que los portan, y concretamente,
con las especies que habitan en el surco subgingival, las cuales son la principal causa
de la periodontitis®®6!, Esta relacién permite entender qué bacterias pueden ser

susceptibles a determinados antibidticos y predecir cual puede ser el patron de
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propagacion de dichas resistencias, puesto que la transferencia genética horizontal

ocurre con mas facilidad entre aquellas especies taxonémicamente afines*0°419,

Las resistencias a las TETs han llegado a convertir a este grupo de antibiéticos,
ampliamente usado en sus origenes debido a su amplio espectro, en una opcién muy
restringida a ciertos tratamientos para los cuales aun son utiles. En el ambiente oral las
TETSs se utilizan principalmente como antibiéticos de aplicacién localizada, con fibras
impregnadas o con pomadas®®*13 con buenos resultados, evitando asi los efectos
secundarios de la administracion sistémica de antibidticos. Sin embargo, los genes de
resistencia a TET, ampliamente distribuidos entre estreptococos y otros géneros
bacterianos?*® pueden reducir o incluso acabar con la efectividad de este tratamiento.
Por otro lado, el limitado uso de las TETs en la medicina actual implica que pocos
individuos se han visto expuestos a esta clase de antibidticos, y por lo tanto no ha
existido una presion selectiva sobre su microbiota subgingival que justifique su
mantenimiento en el genoma bacteriano'?2, Sin embargo, tal y como describen otros
estudios y como se ha visto en los capitulos 1y 2, éste no ha sido el caso. Aunque se
observaron diferencias entre la prevalencia de esta resistencia en muestras obtenidas
de pacientes con periodontitis y de pacientes sin periodontitis, se pudo constatar que la
resistencia a TET sigue vigente en ambos tipos de muestra pese a su baja exposicion.
Esta elevada prevalencia puede, como han sefialado algunos estudios, deberse a la
adaptacion al coste que supone mantener los genes de resistencia en el genoma*1-413,
o0 bien a la elevada presencia de transposones conjugativos de la familia Tn916/1545
en el ambiente oral. Estas premisas, unidas a las facilidades que ofrece dicho ambiente
para la transferencia genética y a que dichos elementos genéticos méviles suelen
transportar genes de resistencia a TET, generan las condiciones para que la resistencia
a TET permanezca en el ambiente oral. Los genes de resistencia a TET mas
observados en el presente estudio codifican para proteinas de proteccion ribosomal, lo

cual coincide con lo descrito previamente!'1243251 No obstante, se observaron
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diferencias entre las prevalencias de los genes detectados segun el origen clinico de
las muestras (Figura 19). Por ejemplo, el nimero de aislados que no portaban ninguno
de los genes de resistencia analizados y, sin embargo, eran resistentes a TET, fue
notablemente superior en los obtenidos de muestras de pacientes con periodontitis.
Estos aislados fueron principalmente estreptococos, género que pese a ser
predominante en ambos tipos de muestras, presenté prevalencias muy distintas
respecto a las especies identificadas (ver capitulo 3). Esta diferencia de especies podria
ser la causa de las distintas prevalencias de genes de resistencia a TET observadas.
Sin embargo, no solo el origen clinico puede influenciar la microbiota obtenida y los
genes de resistencia observados. El origen geogréfico de las muestras también parece
influenciar en este aspecto, puesto que loannidis et al. encontré6 un porcentaje mas
elevado de tet(M) en muestras de pacientes griegos con periodontitis que los
encontrados por Collins et al. en pacientes dominicanos o en este estudio en pacientes
esparioles?®1253, Al comparar las prevalencias de genes tet en microbiota aislada de
muestras orales también se pueden ver diferencias, con Villedieu et al. describiendo
tet(M) en el 79% de los aislados obtenidos de sujetos sanos y tet(W) en cerca del
20%3243, prevalencias superiores a las encontradas en los aislados analizados en el

capitulo 1.

La multirresistencia a antibiéticos fue un fenédmeno ampliamente observado entre los
aislados, independientemente de su origen. Las resistencias mas observadas fueron a
KAN y a ERY, ambas relacionadas con los transposones conjugativos de la familia
Tn916/1545414415 |os cuales pueden transportar genes como erm(B) o aphA-3, que
confieren resistencia para macrélidos y aminoglicésidos respectivamente. El elevado
numero de aislados resistentes a TET que también lo fueron a ERY puede ser un
problema para el tratamiento con macrélidos, puesto que el gen erm(B) también puede
conferir resistencia a AZM, como se vio en el capitulo 5351, Sin embargo, no todos los

casos de resistencia a ERY pueden relacionarse con la presencia de erm(B), y por lo
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tanto otros genes de resistencia a macrélidos u otros mecanismos deben estar
presentes entre los aislados obtenidos que puedan conferir resistencia a ERY. De esta
manera, parece que la microbiota subgingival resistente a TET también es un reservorio
de resistencias a ERY y KAN. Ademas, esta microbiota es principalmente de tipo
comensal, siendo los estreptococos mayoritarios, por lo que se incrementan las
posibilidades de la transferencia de estas resistencias a otros microorganismos por
mecanismos como la transformacion3®. La resistencia a B-lactamicos fue menos
observada, aunque la resistencia a CTX entre los aislados de pacientes con
periodontitis fue 3 veces superior a la de los aislados de sujetos sanos. Si bien parte de
este incremento se puede entender por el mayor nimero de aislados de Prevotella,
género en el que la resistencia a B-lactamicos esta descrita?®'3%3, una gran parte de
esta diferencia es debida al gran nimero de estreptococos, aislados de pacientes con
periodontitis, resistentes a este antibiético. Por lo tanto, es importante manifestar que
existe microbiota comensal capaz de resistir las 3 clases de antibidticos mas utilizadas
para el tratamiento periodontal y que existe la probabilidad de que estos fenotipos se

vayan extendiendo.

Como se ha dicho mas arriba, la transferencia genética horizontal ha sido mencionada
en todos los capitulos de esta Tesis Doctoral, puesto que es un elemento clave a tener
en cuenta al hacer estudios de monitorizacion. En el capitulo 4 se estudio la presencia
del gen tet(B), nunca antes descrito en bacterias grampositivas, en dos aislados de S.
oralis. La presencia de este gen en bacterias grampositivas se debe con mucha
probabilidad a un fendomeno de transferencia genética horizontal y su andlisis nos
mostré que, aunque su presencia esta confirmada, su rol en la resistencia a TET en
bacterias grampositivas no esta definido. La presencia de tet(B) habia sido reportada
anteriormente en S. suis aislado de muestras veterinarias. Sin embargo, poco mas de
la mitad del gen fue secuenciado, y aunque el fragmento de la secuencia obtenida

encajaba con tet(B), la secuenciacion completa del gen seria necesaria para confirmar
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un hallazgo de este tipo. En nuestro estudio encontramos el gen tet(B) en dos aislados
de S. oralis obtenidos de pacientes sanos y secuenciamos la totalidad del gen para
confirmar su presencia. Ademas, estudiamos sus niveles de expresion para determinar
la funcionalidad del gen en los aislados. Para obtener la secuenciacion completa del
gen usamos la técnica de primer walking, que permite una buena resolucién para
fragmentos de DNA de mas de 600 pares de bases. La secuencia obtenida fue
comparada con la secuencia publicada en GenBank con el cédigo J01830, la cual
consta como la primera secuencia de tet(B) publicada. Las secuencias de tet(B)
obtenidas en este estudio fueron idénticas entre si y difirieron de la secuencia J01830
en 5 nucledtidos que dieron lugar a 5 sustituciones aminoacidicas, observando un
95,75% de identidad, por lo que pudimos confirmar la presencia del gen3*. Sin
embargo, la presencia del gen en el genoma de S. oralis no implicaba su expresién ni
correcto funcionamiento de la proteina, por lo que se realizé un andlisis de la expresion
del gen mediante RT-gPCR. Los resultados mostraron que el gen tan solo se expresaba
en uno de los aislados, el cual también era portador de tet(M). Para descartar que la
resistencia a TET estuviese siendo aportada por tet(M) en lugar de tet(B), se hizo un
mutante defectivo para tet(M) y se analizé su susceptibilidad a TET, siendo la misma
que la del aislado salvaje. Por ello, y a no ser que hubiese otros mecanismos aportando
resistencia a TET en el aislado, se hipotetizé que tet(B) se encontraba presente y estaba
aportando resistencia a TET en S. oralis. En la discusién del capitulo 4 se propuso un
estudio mas profundo de los entornos genéticos del gen tet(B) para entender como se
transfirid a S. oralis, y porqué se observo expresion en solo uno de los aislados.
Teniendo en cuenta la capacidad de los estreptococos de captar DNA mediante
transformacion?72338, y la idoneidad del ambiente oral para la transferencia genética
horizontal*?, el origen de la captacion del gen tet(B) puede ser muy variado, y solo un

estudio mas en detalle podria arrojar luz sobre esta cuestion.
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Debido al uso cada vez mayor de la AZM en el tratamiento periodontal, la monitorizacién
de las resistencias a macrélidos en la microbiota oral es muy importante. En los
capitulos 1 y 2 se testd la resistencia a macrélidos como la ERY en los aislados
obtenidos y en el capitulo 5 se estudio la susceptibilidad de 100 aislados de Prevotella
a ERY y AZM, y se analiz6 la relacion de esta susceptibilidad con la presencia o
ausencia de 7 genes de resistencia a macrolidos. Los genes elegidos fueron los
previamente descritos en Prevotella: erm(F), erm(A), erm(C), erm(Q) y erm(G), el gen
erm(B) debido a su alta prevalencia en el ambiente oral (ver capitulos 1y 2) y el gen

mef(A), debido a su capacidad de propagacion*16,

La mayoria de los aislados resistentes a AZM y ERY pertenecian a las especies P.
intermedia y P. nigrescens, lo cual permiti6 comparar los resultados de susceptibilidad
con estudios anteriores, que se focalizan principalmente en estas especies. Estos
resultados indicaron una disminucion en la susceptibilidad de estas especies de
Prevotella frente a AZM en los Ultimos afios, llegandose a quintuplicar en algunos casos

los valores de CMI5p2%0:2%3,

La resistencia a macrolidos en bacterias anaerobias gramnegativas no puede ser
determinada mediante las guias del CLSI o el EUCAST, puesto que estas instituciones
no facilitan las concentraciones de corte. No obstante, algunos estudios han
determinado que la concentracion de AZM que se alcanza en el fluido gingival crevicular
tras la toma de 500 mg es entre 7 y 8 pg/mi361362, En este estudio se utilizo la
concentracion de 12 pg/ml como punto de corte debido a las limitaciones de resolucion
que ofrece la técnica de tiras E-test. A partir de este punto de corte se pudo determinar
que el 31% de los aislados obtenidos eran resistentes a AZM, y un tercio de éstos no
portaba ninguno de los genes analizados, debiendo su resistencia a otros genes o

mecanismos.
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Finalmente, de los 7 genes analizados en este estudio, tan solo se detectaron dos:
erm(F) y erm(B) en cerca del 60% de los aislados. Analizando los valores de CMlso se
pudo observar que ambos genes parecian aumentar el nivel de resistencia de los
aislados que los portaban. Sin embargo, el bajo numero de aislados con erm(B), primera
vez detectado en bacterias del género Prevotella, no permitié validar estos resultados
en el analisis estadistico. No obstante, dicho analisis confirmd la relacién de erm(F) con

una menor susceptibilidad a AZM y ERY.

Los resultados obtenidos en este estudio arrojan dudas acerca del futuro de la AZM
como antibiético de eleccién para el tratamiento periodontal. El 31% de los aislados de
Prevotella toleraban concentraciones de mas de 12 pg/mly la mayoria de los aislados
portaban genes de resistencia a macrélidos, los cuales parecian disminuir la
susceptibilidad tanto a ERY como a AZM. Estos genes se encuentran distribuidos entre
la microbiota oral en el caso de erm(B) (ver capitulos 1 y 2), y dentro del género
Prevotella en el caso de erm(F)?*5:3%3, por lo que su diseminacion al resto de microbiota
e incluso a otros periodontopatégenos no puede ser descartada. Teniendo en cuenta el
aumento de la resistencia a AZM observada y la potencial diseminacion de los genes
erm entre la microbiota oral, el tratamiento con AZM puede verse seriamente

comprometido en un futuro.

Los B-lactamicos son la clase de antibiéticos mas utilizados en la practica dental, por lo
gue la monitorizacién de la resistencia a estos antibiéticos es esencial. En el capitulo 6
se analizo la microbiota subgingival resistente a AMX y a CTX de pacientes con
periodontitis. En esta microbiota se estudio la presencia de genes productores de B-
lactamasas, y la resistencia a otros antibidticos. Los genes analizados incluyeron
algunos previamente descritos en el ambiente oral como blacia y blarem?>1264, y otros

genes de mas rara deteccion en la cavidad bucal como blasnv, blactx-m, blaceparcoia,
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blaampc y blaoxa. Adicionalmente, se testd la resistencia de los aislados a otros

antibidticos para evaluar la multirresistencia de la microbiota resistente a 3-lactamicos.

La resistencia a B-lactdmicos fue observada en un elevado nimero de muestras
(82,31% de muestras con aislados resistentes a CTX y 55,38% de aislados resistentes
a AMX). La CTX es una cefalosporina de tercera generacion de uso hospitalario,
mientras que la exposicion a AMX entre la poblacion es mucho mas elevada, siendo
uno de los antibiéticos méas recetados para el tratamiento de multiples infecciones. Pese
a esto, en este estudio se obtuvo un mayor niumero de aislados resistentes a CTX que
a AMX, observando un 30% mas de pacientes con aislados resistentes a CTX. Una de
las posibles causas de la resistencia a CTX puede ser la alta prevalencia de bacterias
del género Veillonella en el ambiente oral, las cuales han sido relacionadas con
resistencias a cefalosporinas superiores a las mostradas para aminopenicilinas3®.
Junto con bacterias del género Veillonella, el género Prevotella fue el mas representado
entre los aislados recuperados. La relacion de este Ultimo género con la resistencia a
B-lactamicos y con la presencia del gen blacixa ya ha sido descrita con anterioridad. De
hecho, el gen blacixa fue el mas detectado en los aislados, principalmente en aislados
de Prevotella, como era de esperar. El gen blatem fue el siguiente més observado,
presente en el 12,89% de los aislados y el 23,07% de las muestras. Esta prevalencia
puede considerarse baja al compararse con un estudio anterior llevado a cabo en
Grecia, donde el gen blarem fue encontrado en el 46,2% de las muestras subgingivales
de pacientes con periodontitis?>*. El mayor consumo de B-lactamicos por parte de la
poblacién griega puede ser una de las causas de la mayor prevalencia de este gen

entre las muestras subgingivales de ese estudio.

El 81,28% de los aislados presentd resistencia a mas de un antibiotico, y 7 aislados
fueron resistentes a todos los antibioticos testados. Algunos de estos aislados

pertenecian a los géneros Pseudomonas, Acinetobacter y Stenotrophomonas, los

160



Discusion general

cuales pueden exhibir multirresistencia debido a las bombas de flujo que pueden
presentar'®4, Ademas, también se encontré un aislado de Veillonella parvula
multirresistente a todos los antibiéticos testados. La resistencia intrinseca a -
lactdmicos de algunos aislados de Veillonella, unido a la presencia de elementos
genéticos mobiles que confieren resistencia a multitud de antibidticos pueden ser las
causas de esta multirresistencia. Este tipo de multirresistencias en microbiota comensal
no hacen sino reforzar la idea del biofilm oral como reservorio de resistencias a

antibidticos y su potencialidad para transmitirlas a bacterias patdgenas.

En resumen, en esta Tesis Doctoral se profundizé en el conocimiento de las resistencias
a antibidticos de la microbiota subgingival. En la gran mayoria de las muestras
observadas, se encontraron resistencias a las 3 principales clases de antibidticos
utilizadas en el tratamiento periodontal. Si bien no pudo determinarse el origen de las
resistencias en todos los casos, si pudo deducirse que, en buena parte de ellos, los
genes de resistencia detectados en los aislados podian ser la causa de dichas
resistencias. Estos genes fueron encontrados en una diversidad de géneros
bacterianos, tanto en bacterias comensales como en bacterias periodontopatégenas,
confirmando que el biofilm oral es un ambiente propicio para el intercambio genético.
Por lo tanto, la gran presencia de genes de resistencia en la microbiota comensal puede
ser el primer paso hacia una microbiota periodontopatégena resistente a los antibidticos
utilizados en el tratamiento periodontal. La monitorizacion de resistencias permite
estudiar la evolucion de la efectividad de los antibidticos entre las poblaciones
bacterianas y ayuda a seleccionar el mejor tratamiento antimicrobiano. Si bien quizas
sea tarde para revertir la expansion de las resistencias a antibiéticos, si consideramos
necesario establecer estrategias de vigilancia que retrasen su diseminacion lo suficiente
como para permitir la aparicion de alternativas antimicrobianas funcionales que eviten

la llegada de la era “post-antibidtica”.
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10. Conclusiones

1. Lamayoria de muestras subgingivales estudiadas en este trabajo presentaron
aislados resistentes a tres de las clases de antibiéticos mas utilizadas en el

tratamiento periodontal.

2. Laresistencia a TET esta muy extendida en el biofilm subgingival, tanto en
pacientes con periodontitis como en sujetos sin periodontitis. Sin embargo, la

microbiota y la distribuciéon de genes de resistencia fue distinta.

3. Se describe por primera vez la presencia de varios genes tet en distintos
géneros de bacterias que habitan la region subgingival.

4. Entre los aislados resistentes a TET, se observé una amplia distribucion del
gen intTn, el cual codifica para la integrasa de los transposones Tn916/1545-
like. Este hecho sugiere una elevada presencia de transposones conjugativos
entre este tipo de microbiota.

5. El ambiente oral es un gran reservorio de genes de resistencia a antibioticos y
se confirma la potencialidad de transferir dichos genes al describir por primera

vez la presencia del gen tet(B) a bacterias grampositivas.

6. Losgeneserm(B)y erm(F), ampliamente distribuidos en bacterias comensales
y periodontopatdgenas, confirieron resistencias a altas concentraciones de
AZMy ERY.

7. Se encontraron aislados resistentes a 3-lactdmicos en un alto porcentaje de
las muestras tomadas. Sin embargo, la mayoria de éstos no presentaron

genes codificantes para B-lactamasas.

8. Elfenémeno de multirresistencia a distintas clases de antibiéticos se observé
en gran parte de los aislados, independientemente del antibidtico utilizado para

su seleccion inicial.

9. La comparacion de nuestros resultados con la literatura, sugiere que el
consumo desigual de antibiéticos, en distintas regiones geogréficas, podria

definir la microbiota subgingival.
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12. Anexos

Anexo . Protocolos para la preparacion de reactivos y medios de cultivo y
detallado de técnicas de laboratorio no descritas en los capitulos de la Tesis
Doctoral.

RTF

K2HPO4 (Merck) 0,45¢
KH2PO4 (Merck) 0,45¢
NaCl (Merck) 099
(NH4)2S0a4 (Merck) 0,9¢g
MgSOa4 (Merck) 0,18g
Na2COs (Merck) 0449
Dithiotreitol (Sigma-Aldrich) 0,2g
Agua Milli-Q hasta 1.000 ml

Medio en el cual viajan las muestras subgingivales durante su transporte al laboratorio.
e Disolver todos los ingredientes en agua con agitacion magnética.
e Una vez disueltos, esterilizar la solucién mediante filtracion (Filterware-CA
Membrane 1L, Nalgene)
e Alicuotar en tubos roscados de 2 ml.
e Para prerreducir el medio, almacenar los tubos durante 48 horas en la cabina
de anaerobiosis.

e Almacenar a 4°C.

Agar sangre

Preparado para AS n°2 (Oxoid) 4049

Hemina- menadiona 10 ml
Sangre de caballo desfribinada (Thermo-scientific) 50 ml
Agua Milli-Q 1.000 ml

Medio rico de crecimiento idoneo para gran parte de la microbiota oral
e Mezclar el preparado para AS con el agua Milli-Q y autoclavar la solucion a
121°C durante 20 minutos.
e Dejar enfriar el medio hasta los 50°C y afiadir la hemina-menadiona con un
filtro de 0.22 um de poro (Nalgene) y posteriormente la sangre de caballo

desfibrinada.

197



Anexos

e Mezclar con suavidad la solucién y alicuotarla en volimenes de 25 ml en

placas de petri estériles.

Concentraciones de corte los antibidticos testados:

Los antibiéticos se preparaban en una dilucién con el solvente apropiado y se afadian

al agar sangre en fase liquida, previa alicuota del medio en las placas de petri.

e AMX: 8 ug/ml disueltos en agua Milli-Q

e CTX: 2 pug/ml disueltos en agua Milli-Q

e TET: 8 ug/ml disueltos en agua Milli-Q

e  KAN: 64 pg/ml disueltos en PBS pH = 8
e ERY: 1 pg/ml disueltos en etanol

e CHL: 8 pg/ml disueltos en etanol

e STR: 128 pg/ml disueltos en agua Milli-Q

Lisozima

Lisozima (Sigma-Aldrich) 20 mg/ml
Tris-Cl pH 8 20 mM
EDTA 2mM
Tritén (Merck) 1,2%
Agua Milli-Q hasta 50 ml

Tampon de lisis empleado en las extracciones de DNA.
e Mezclar todos los componentes salvo la lisozima y dejar almacenado a 4°C.
e En el momento de su utilizacion, pesar la lisozima necesaria y afiadir el
volumen de la solucion anterior que se necesite para conseguir una

concentraciéon de 20 mg/ml.

PBS

NaCl (Panreac) 8¢
KCI (Merck) 0,29
Na2HPO4 (Panreac) 1,15¢
KH2PO4 (Panreac) 0,29
Agua Milli-Q 1.000 ml
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Tampon salino utilizado como diluyente en los bancos de diluciones.
e Mezclar los ingredientes y comprovar que el pH seade 7,1 +0,2.
e Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

e Almacenar a 4°C.

BHI-2

BHI (Difco) 374
Mucina (Sigma-Aldrich) 259
Extracto de levadura (Oxoid) 19
NaHCO3 (Merck) 29
L-Cisteina (Merck) 0,19
Acido glutamico  10% 25 ml
NaOH 1N 23,5 ml
Hemina-Menadiona 10 ml
Agua Milli-Q hasta 1.000 ml

Medio de cultivo liquido rico, empleado para el crecimiento de bacterias en suspension.

e Mezclar los ingredientes secos con 900 ml de agua Milli-Q y autoclavar a
121°C durante 20 minutos.

e Dejar enfriar y, en campana de flujo, afiadir con filtro de 0,22 pm de poro
(Nalgene) el &cido glutamico y el NaOH.

e Comprovar el pHy corregir si es necesario con mas NaOH 1N hasta un pH de
7,5+0,1.

e Afadir la hemina-menadiona y rellenar con agua Milli-Q hasta 1000 ml.

e Almacenar a4 °C.

Tampon TAE 50x

Tris-Base (Sigma-Aldrich) 242 g

EDTA 0.5 M pH 8 (Sigma-Aldrich) 100 ml
Acido acético glacial (Panreac) 57 ml
Agua Milli-Q 750 ml

Tampon utilizado para la fabricacién de geles de electroforesis y para rellenar las
cubetas de electroforesis. Se prepara 50x y se utiliza al 1x, meclando 20 ml de la

solucién 50x en 980 ml de agua destilada.
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e Mezclar los ingredientes y disolver agitando con suavidad la botella.

e Almacenar a temperatura ambiente.

Tampoén de carga

Glicerol (30%) (BDH Chemicals) 3mil
Azul de bromofenol (Sigma-Aldrich) 25 mg
NaOH (Merck) 1 gota
Agua Milli-Q 7 mi

Tampon utilizado para cargar muestras de DNA en geles de electroforesis.
e Mezclar el glicerol, el azul de bromofenol y el agua Milli-Q y afiadir una gota
de NaOH para conseguir un color azulado.
e Usar 1 pl de tampdn de carga por cada 25 pl de muestra de DNA.

e Almacenar a temperatura ambiente.

Medio SOC

NaCl (Merck) 0,59
Bacto triptona (Difco) 209
Extracto de levadura (Oxoid) 59
KCI 2.5 M (Hach) 0,5ml
Glucosa (Panreac) 20 mM
Agua Milli-Q hasta 1.000 ml

Medio utilizado en el proceso de electroporacion. Contiene glucosa que ayuda a
proteger las células en un momento en el que se encuentran debilitadas por el arco
eléctrico.

e Mezclar todos los ingredientes salvo la glucosa en 900 ml de agua Milli-Q.

e Autoclavar a 121°C durante 20 minutos.

e Dejar enfriar y afiadir la glucosa con un filtro de 0,22 um de poro (Nalgene).

e Afadir agua Milli-Q hasta 1.000 ml.

e Almacenar a 4°C.
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Hemina-menadiona

Hemina (Sigma-Aldrich) 250 mg
NaOH 1N (Merck) 5mi
Menadiona (Fluka) 50 mg
Etanol 96°C (Panreac) 10 ml
Agua Milli-Q estéril 485 ml

Reactivo necesario para la preparacion de otros medios como agar sangre o BHI-2.
e Mezclar la hemina con el NaOH en un tubo hasta su completa disolucién.
e En otro tubo, mezclar la menadiona con el etanol.
e Para esterilizar las soluciones, filtrarlas con un filtro de 0.22 um de poro
(Nalgene).
e Afadir el agua Milli-Q estéril y tapar la botella con papel de aluminio para
protegerla de la luz.

e Almacenar a 4°C.

Gel de electroforesis

Tampoén TAE 1x ml segiin tamafio del gel
Agarosa (Conda) g segun porcentaje y tamario del gel
Bromuro de etidio (Amresco) 0,5 pg/ml

Los geles de electroforesis se emplean para la visualizacion y separacion DNA segun
el tamafio de la secuencia.

e Mezclar en un erlenmeyer la agarosa y el tampén TAE 1x.

e Llevar a ebullicion en un microondas y dejar enfriar hasta que sea manipulable
sin ocasionar quemaduras, pero vigilando que no se solidifique.

e Mientras se enfria, preparar el molde del gel y el peine, vigilando la profundidad
de éste.

e Afadir el bromuro de etidio a la soluciéon templada, mezclar por agitacion y
verter sobre el molde. Eliminar las burbujas con la punta de una pipeta o con
el mismo peine y dejar solidificar.

e Una vez solidificado, desmoldar el gel y retirar el peine con cuidado de no
dafiar los pocillos y colocarlo en la cubeta de electroforesis para cargar las
muestras.

¢ No se recomienda almacenar los geles una vez fabricados puesto que tienden

a deshidratarse facilmente y se pueden alterar sus propiedades.
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Es imprescindible seguir un protocolo estricto con la manipulacién del material
que entre en contacto con el bromuro de etidio, al ser éste un agente

carcinogeénico.

Preparacion material RNA
RNase AWAY™ (ThermoFisher Scientific) cantidad indeterminada
DEPC (Merck) 0,2 ml por cada 100 ml de agua

Tanto el material como los tampones que entran en contacto con muestras de RNA

tienen que ser descontaminados de la presencia de RNAsas para evitar su degradacion.

En el caso del material sélido se emplea RNase AWAY™, impregnando un
pafio de papel con este material y frotando la superficie a descontaminar
dentro de una cabina de extraccion de gases, dejando secar minimo 1 hora
antes de volver a manipular.

El DEPC (Diethylpyrocarbonate) se afiade al agua que se utilizara como
disolvente de distintas soluciones. Para ello, afiadir 0.2 ml de DEPC por cada
100 ml de agua Milli-Q y mezclar con agitacibn magnética en una cabina de
extraccion de gases. Una vez realizada la mezcla, inactivar el DEPC
autoclavando el agua 121°C durante 20 minutos.

Para evitar la ulterior contaminacion del material con RNAsas, evitar tocar
nada que no haya sido tratado con RNase AWAY™ o con DEPC, y cambiar
los guantes siempre que sea necesario, evitando tocar con las manos aquellas
zonas del guante que después tocaran el material a utilizar.

Stock de bacterias electrocompetentes

Medio LB 1.000 ml
Cultivo liquido crecido de la bacteria 10 ml
Glicerol 10% (BDH chemicals) 21 ml
Agua Milli-Q estéril 2.000 ml

Inducir la competencia en las células bacterianas permite, mediante electroporacion,

introducir DNA foraneo en la célula.

Partir de un cultivo liquido crecido de la cepa a electroporar.
Pasar el cultivo liquido a un Erlenmeyer con 1.000 ml de medio LB y dejar

crecer hasta que llegue a su fase exponencial de crecimiento.
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e Con el cultivo ya crecido, enfriarlo a 4°C junto con el resto del material que se
utilizara en el procedimiento.

e Centrifrugar el cultivo a 9.000 rpm durante 10 min a 4°C.

e Descartar sobrenadante y resuspender el sedimento con el mismo volumen de
agua fria Milli-Q estéril que el del medio descartado.

e Repetir el lavado.

e Resuspender el sedimento en 20 ml de glicerol 10% estéril y frio.

e Centrifugar a 9.000 rpm durante 10 min a 4°c.

e Descartar el sobrenadante y resuspender el sedimento en 1 ml de glicerol 10%
estéril y frio.

e Alicuotar la suspension en volimenes de 50 pl y conservar a -80°C.

Electroporacién
Cubeta de electroporacion de 2mm (Biorad) 1 cubeta por electroporacion

Medio SOC 1ml
DNA a electroporar hasta 5 pl
Cepa electrocompetente 50 pl

Electroporador (Biorad)
La electroporacion permite introducir DNA en células bacterianas electrocompetentes.
e Trabajar en condiciones de frio hasta el momento de la electroporacion.
e Colocar en hielo la cubeta, el medio SOC, el DNAy la cepa competente.
e Mezclar la cepa con el DNA e incubar durante 5 minutos.
e Transferir la mezcla a la cubeta de electroporacion evitando crear burbujas y

realizar la descarga eléctrica en las siguientes condiciones:

Voltaje 2,5 kV/cm?
Capacitancia 25 uF
Resistencia en paralelo 200 Q

e Tras la descarga, afiadir rapidamente el medio SOC a la cubeta y transferir la
mezcla a un tubo ésteril de 10 ml.
e Incubar a 37°C en agitacion durante 1 horay sembrar las células en los medios

selectivos correspondientes.
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Creacién de un mutante defectivo de tet(M)

En el capitulo 4 se disefid un mutante defectivo para tet(M) de S. oralis mediante

recombinacion homologa. Para su creacion se realizo el siguiente protocolo:

Extraccion del gen erm(B) con primers que contienen colas con dianas de
restriccion.

Amplificacion de los extremos 5 y 3’ del gen tet(M) del aislado 469.4 con
dianas para encajar con el gen erm(B).

Purificacién de los amplicones y posterior digestion.

Inactivacion de las enzimas de digestion y ligacion mediante ligasa T4.
Purificacidn del constructo y electroporacion en células electrocompetentes del
aislado 469.4.

Siembra de las células electroporadas en agar sangre con ERY y verificacion

del evento de recombinacién mediante PCR.
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Anexo |l. Resoluciones del Comité Etico, aprobando la recoleccién de
las muestras subgingivales empleadas en esta Tesis Doctoral.

Universitat Internacional de Catalunya
COMUNICAT INTERN

Dr. José Nart .
lnvest[gador Principal/Cap d'Area CEIC

Ref 77/2011

Comité Etic d'Investigacié Clinica

El Comité Etic d'Investigacid Clinica en sessi¢ del dia 19 de setembre de 2011 va adoptar, entre
d'altres, el seglent acord

S'aprova l'estudi nimero PER-ECL-2011-06-NF “Prevencion de la necformaciéon de placa
supragingival y efectos microbiolégicos de un colutorio de clorhexidina al 0,03% y cloruro de
cetilpiridinio al 0,05% y de un colutorio al 0,12% y cloruro de cetilpiridinio al 0,05%, ambos con
moléculas de clorhexidina 100% disponibles, en un modelo experimental en ausencia de cepillado de
4 dias’ de l'area de Periodoncia (Investigador Principal: Dr. José Nart/Investigadora Secundaria:
Carolina Mor)

Atentament,
/
(— \\) A ( l‘(
( v, s 1l by
// 077,

Deborah Violant
27 de setembre de 2011

Alc.: Dr. Lluis Giner, Dra. Montse Mercadé, Sra. Leontina Vinaixa, Carolina Mor.
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Comité Universitat
CER | d’Etica Internacionat
de Recerca | de Catalunya

CARTA APROVACIO PROJECTE PEL CER

Codi de I'estudl: ODO-2014-01

Versio del protocol: 1.0

Data de la versid: 31/01/14

Titol: “Prevalencia y caracterizacion de genes de resistencia a antibidticos en bacterias orales”

Sant Cugat del Vallés, 03 de febrer de 2014

Investigador: Alexandre Arredondo Campana

Titol de I'estudi: “Prevalencia y caracterizacion de genes de resistencia a antibioticos en
bacterias orales”

Benvolgui{da),

Valorat el projecte presentat, el CER de la Universitat Internacional de Catalunya, considera que,
des del punt de vista étic, reuneix els criteris exigils per agquesta institucio i, per tant, ha

RESOLT FAVORABLEMENT

emetre aquest CERTIFICAT D'APROVACIO per part del Comité d'Etica de la Recerca, per que
pugui ser presentat a les instancies que aixi ho requereixin.

Em permeto recordar-li que si en el procés d'execucid es produis algun canvi significatiu en els
seus plantejaments, hauria de ser solmés novament a la revisio | aprovacis del CER.

Atentament,

\
e -

Dr. Josep Argemi
President CER-UIC
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Anexo lll. Articulos publicados en revistas cientificas en el marco de
la Tesis Doctoral y los consentimientos de publicacion.
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ABSTRACT

ARTICLE HISTORY

Tetracycline resistance can be achieved through tet genes, which code for efflux pumps,
ribosomal protection proteins and inactivation enzymes. Some of these genes have only been
described in either Gram-positive or Gram-negative bacteria. This is the case of tet(B), which
codes for an efflux pump and, so far, had only been found in Gram-negative bacteria. In this
study, tet(B) was detected in two clinical Streptococcus oralis strains isolated from the gingival
sulci of two subjects. In both cases, the gene was completely sequenced, yielding 100%
shared identity and coverage with other previously published sequences of tet(B). Moreover,
we studied the expression of tet(B) using RT-gPCR in the isolates grown with and without
tetracycline, detecting constitutive expression in only one of the isolates, with no signs of
expression in the other one.

This is the first time that the presence and expression of the tet(B) gene has been
confirmed in Gram-positive bacteria, which highlights the potential of the genus
Streptococcus to become a reservoir and a disseminator of antibiotic resistance genes in an
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environment so prone to horizontal gene transfer as is the oral biofilm.

Since their discovery in the 1940s, tetracyclines have
been used for many years to treat a wide spectrum of
infections. However, resistance to these antibiotics
soon appeared, and only the discovery of new deri-
vatives allowed their continued use until the 1980s,
when they were gradually replaced by other antibio-
tics such as fluoroquinolones [1].

Despite their widespread resistance, some tetracy-
clines are still useful in some treatments, such as in
acne vulgaris, periodontitis and infections caused by
multidrug resistant (MDR) Acinetobacter baumannii,
Helicobacter pylori and methicillin-resistant Staphylo-
coccus aureus [2—4]. Resistance can occur through efflux
pumps, ribosomal protection or enzymatic inactivation.
According to http:/faculty.washington.edu/marilynr/
(last update May 1st, 2019), 60 tetracycline resistance
genes have been detected that code for these mechan-
isms, along with 11 mosaic genes that code for ribosomal
protection proteins. Some of these genes, such as tet(C)
and tef(32), have only been found in Gram-positive
bacteria, while others such as fef(B) have only been
found in Gram-negative bacteria. In a recent study by
Chander et al,, tet(B) was found in Streptococcus suis
isolated from pigs [5], but a lack of full sequencing of
the gene prevented the confirmation of such a finding.

In oral biofilm, streptococci are a great reservoir of
tetracycline resistance genes [6-8], and one of the

most common in the oral environment is S. oralis
[9]. S. oralis is a member of the Streptococcus mitis
group, known to be a commensal bacterium and
opportunistic pathogen [10]. S. oralis is an ecarly
colonizer of the oral biofilm and plays an important
role in its establishment and homeostasis [11].
Moreover, it has been described to antagonize bac-
teria such as Streptococcus mutans, thus preventing
the development of dysbiotic biofilm [12]. However,
it is one of the most isolated bacteria in endocarditis
infections [13,14] and it has been found in numerous
types of infection sites [15-19].

Transformation among streptococci is a common
event, as they exhibit natural competence and easily
acquire foreign DNA. Therefore, the transference of
antibiotic resistance genes has been largely studied in
this genus [20,21]. Bacteria in the oral environment
tend to grow by forming a multispecies biofilm, which
increases the chances of horizontal gene transfer and
the spread of antimicrobial resistance, creating a large
reservoir of antibiotic resistance genes that could be
transferred to other bacteria, pathogenic or not [22].

In this study we described the presence of tet(B) in
two S. oralis isolates obtained from subgingival sam-
ples of healthy volunteers. Furthermore, in order to
prove the presence and transcription of the gene in
Gram-positive bacteria, the complete sequence of the

CONTACT Rubén Ledn @ leon@dentaid.es & Department of Microbiology, Dentaid Research Center, Ronda Can Fatjo 10, Parc Tecnologic del

Vallés, Barcelona 08290, Spain

© 2019 The Author(s). Published by Informa UK Limited, trading as Taylor & Francis Group.
This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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gene was obtained, and its expression was evaluated
in both isolates.

Materials and methods
Sample collection and culture

Subgingival samples were collected from periodontally
healthy volunteers in the dental clinic of the Universitat
Internacional de Catalunya (UIC), (Barcelona, Spain),
and the research protocol was approved by the Ethics
Committee of the UIC (study number: PER-ECL
-2011-06-NF). Subjects had not received antibiotics
3 months prior to the study and did not show signs of
gingivitis or periodontitis. Sterile paper points were
inserted into the gingival sulci of teeth 16, 21, 36 and 41
and kept in place for 20 sec. These paper points were
pooled in a vial containing 1.5 ml of sterilized reduced
transport fluid (RTF) without EDTA [23] and sent to the
laboratory at 4°C for processing within 24 h. Samples
were serially diluted and plated on blood agar (Oxoid
Nutrient Broth No. 2; Oxoid Ltd, Basingstoke, UK) con-
taining 5% horse blood, hemin (5 mg/l), menadione
(1 mg/ml) and 8 pg/ml of tetracycline (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA) to screen for tetracycline resistant
bacteria. Incubation was performed at 37°C in anaerobic
conditions, and after 72 h, all different colony morphol-
ogies were subcultured to obtain pure cultures. For each
selected isolate, liquid cultures with and without tetracy-
cline (8 pg/ml) were done using modified brain heart
infusion (brain heart infusion broth [37 g/1], yeast extract
[1 g/l], L-cysteine [0.1 g/l], sodium bicarbonate [2 g/l],
and supplemented with hemin [5 mg/l] and glutamic acid
[0.25%]). Cultures grew to an ODgyg 0f 0.8-1 (= 10° cfu/
ml), when DNA and RNA extractions were performed.

Detection of tet(B)

DNA was extracted from all the isolates using the
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
according to the manufacturer’s instructions, quantified
using a Nanodrop 2000 UV-vis spectrophotometer
(Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA) and
visualized in a 0.5% agarose gel stained with ethidium
bromide.

All the isolates were screened for a battery of tet genes
(data not shown). To detect tet(B) the primers tetB-F and
tetB-R were used (Table 1) with the following PCR con-
ditions: an initial denaturation of 5 min at 95°C, 30 cycles
of 30 sec of denaturation at 95°C, 30 sec of annealing at
56.5°C and 45 sec of extension at 72°C, and a final
extension of 10 min at 72°C. The result of the PCR was
visualized in a 3% agarose gel stained with ethidium
bromide, where a band of 242 bp could indicate the
presence of fel(B).

DNA sequencing

tet(B) was found in two isolates, 444.1 and 469.4,
from two different subjects. In order to identify
each isolate to the species level, the 16S rRNA, sodA
and groEL genes were amplified using the primers 27-
F and 1544-R, sodA-F and sodA-R, and groEL-F and
groEL-R, respectively (Table 1). The PCR products
were purified using the E.ZN.A.* Gel extraction Kit
(Omega BIO-TEK, Norcross, GA, USA) and
sequenced by primer walking at the Genomics and
Bioinformatics Service of the Autonomous University
of Barcelona (Barcelona, Spain). Primers tetB-insert-F
and tetB-insert-R (Table 1) were used to fully
sequence the tet(B) gene. These primers amplified
the gene 41 bp upstream of the start codon and 72
bp downstream of the stop codon. The 1,319 bp
amplicons were obtained by PCR and were purified
and sequenced by primer walking as described above.
The sequences obtained were analyzed using BLASTn
software at hittps://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.
Reference sequences for alignment were obtained
from the database on http://faculty.washington.edu/
marilynr/, specifically the sequences with the acces-
sion numbers: J01830, AF223162, V00611, AL513383,
AJ277653, AF326777 and AP000342. Additionally,
other sequences of tet(B) from other species were
used to ensure better reliability: CP015434.1,
KX458222.1, CP015836.1, NG_048163.1 and
LN908249.1. Alignment was performed using the
Clustal Omega service at https://www.ebi.ac.uk/
Tools/msa/clustalo/.

RNA isolation and expression of tet(B) gene

RNA was extracted from liquid cultures with and with-
out tetracycline using the High Pure RNA Tsolation kit
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) according
to the instructions provided by the manufacturer. An
extra step to remove any remaining DNA was done
using the TURBO DNA-free™ Kit (Thermo Fisher
Scientific, Vilnius, Lithuania). The absence of DNA in
the samples was verified by PCR using the sets of
primers tetB-RT-F/tetB-RT-R, and 16S-So-F/16S-So-R
(Table 1), visualizing the results in a 3% agarose gel. The
remaining RNA was quantified in a Qubit 4
Fluorometer using the Qubit RNA XR Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, Eugene, OR, USA), and its
integrity was verified on a 2% agarose gel.

Expression of tet(B) was measured by Quantitative
Reverse Transcription PCR (RT-qPCR). Reactions
were performed with a LightCycler® 480 TI
Instrument using the LightCycler® 480 RNA Master
Hydrolysis Probes kit (Roche Diagnostics, Mannheim
Germany), following the instructions provided by the
manufacturer. The sets of primers tetB-RT and 16S-
So (Table 1) were used together with probes 45 and
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Table 1. List of primers used in this study.
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Primers Sequence 5 - 3 Product size (bp) Annealing Temp (°C) Reference
27-F AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 1,533 57 371
1544-R AGA AAG GAG GTG ATC CAG CC

sodA-F CCI TAY ICI TAY GAY GCI YTI GAR CC 500 37 38]
sodA-R ARR TAR TAI GCR TGY TCC CAl ACR TC

groEL-F GAH GTN GTI GAA GGl ATG CA 800 52 391
groEL-R ATT TGR CGI AYW GGY TCT TC

tetB-F TTG GTT AGG GGC AAG TTT TG 242 55 (40]
tetB-R GTA ATG GGC CAA TAA CAC CG

tetB-insert-F ACC AAA GCT TAG TTA TTC TAC CAC TCC CTA TCA GT 1319 53 This study
tetB-insert-R CTT CTT CGA ATG CCC TCT TGG GTT ATC AAG

tetB-RT-F TTC AAG TGC GCT TTG GAT GC m 60 This study
tetB-RT-R CGT TGA GAA GCT GAG GTG GT

165-So-F CGC TCG GGA CCT ACG TAT TA 59 60 This study
165-S0-R TAC CAG AAA GGG ACG GCT AA

M1-F GAT TTT TTA GCA GAA GTA 629 55 This study
M1-Ndel-R CCG ATA CCA TAT GCC GAT ATT CTA ACCGAA T

M2-HindIlIF CCG ATA CAA GCT TAG TGA CCC GCT TCT GCG A 782 55 This study
M2-R GAC TAT TTG GAC GAC GGG

ermB-Ndel-F GCG TTA GCA TAT GTA CGT TAG ATT AAT TCC TAC CAG 887 55 This study
ermB-HindIll-R CCG ATA CAA GCT TTT ATT TCC TCC CGT TAA ATA

66 from the Roche Diagnostics’ Universal
ProbeLibrary for the genes tef(B) and 16S rRNA,
respectively. The RT-qPCR conditions were as fol-
lows: i) 75 ng of RNA were used in each reaction
for the synthesis of cDNA, which was performed at
63°C for 3 min; ii) cycling conditions were 95°C for
30 sec, followed by 45 cycles of 15 sec at 95°C, 40 sec
at 60°C and 1 sec at 72°C. Data were analyzed using
the LightCycler* 480 Software 1.5. The 16S rRNA
gene was used as an endogenous control, and the
formula 28CPe(B)pACR168 INA (paq used to evaluate
differences in the expression of tef(B) in the presence
and absence of tetracycline.

Construction of tet(M) defective mutants

Isolate 469.4 was found to harbor the gene tet(M).
Therefore, in order to determine the contribution of
tet(B) to the tetracycline resistance of this isolate,
disruption of the gene tet(M) was performed by
introducing the gene erm(B), which confers resis-
tance to erythromycin, between the positions 853
and 1,110 of the ftet(M) gene. To this end, we
made a construct consisting of the gene erm(B)
surrounded by two sequences homologous to tet
(M), which we named M1 (the 5' region) and M2
(the 3' region). erm(B) was extracted by PCR using
the primers ermB-Ndel-F and ermB-HindIII-R from
a 8. oralis clinical strain resistant to erythromycin
pertaining to the Dentaid Research Center
(Cerdanyola del Valles, Spain) strain collection. M1
and M2 sequences were obtained by PCR from the
isolate 469.4 using the primers M1-F and M1-Ndel
-R for the M1 sequence, and M2-HindIII-F and M2-
R for the M2 sequence (Table 1). PCR products
were purified using the E.ZN.A.® Gel extraction
Kit and digested with Ndel and HindIIl (New
England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA). Digested
fragments were ligated using T4 ligase (Roche

Diagnostics, Mannheim, Germany) according to
the manufacturer’s instructions. The construct was
then purified using the E.ZN.A.* Gel extraction Kit
and transformed into 469.4 by electroporation using
the Gene Pulser Xcell (BioRad, Hercules, CA, USA).
Electroporated cells were plated on blood agar plates
containing 5 pg/ml of erythromycin (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA) and incubated in anaerobic
conditions for 24-48 h. The recombination event
was confirmed by PCR using primers MI-F and
M2-R.

Antibiotic susceptibility testing

Susceptibility to tetracycline was tested in 444.1, 469.4
and 469.4Atet(M)::erm(B)(Ery®) using E-test strips
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) according to
manufacturer’s instructions. Streptococcus pneumo-
niae ATCC 49619 was used as a quality control strain.

Results
Species identification and tet(B) sequences

From a library of 448 tetracycline resistant isolates (data
not shown), two isolates obtained from two different
subjects were found to carry the fet(B) gene. Sequencing
of the 165 rRNA gene revealed that both isolates were
S. oralis and shared the same sequence, which showed
100% identity with the 16S rRNA sequences from
S. oralis ATCC 700233, DSMZ 20,066 and CIP
103216. To further corroborate this result, sequences
of the genes sodA and groEL were also aligned to strep-
tococcal sequences, observing the highest homology
with S. oralis sequences. To ensure the presence of tet
(B), full sequencing of the gene and further alignment
against reference sequences was performed, showing an
identity of 99.99-100% of the tet(B) isolated in this
study. Sequence J01830 was used as a reference, being
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the first published sequence of tet(B) [24]. Point muta-
tions were found in all of the sequences used compared
to J01830 (Supplementary Figure 1). tet(B) sequences of
isolates 444.1 and 469.4, as well as sequences AF223162,
AF326777, AL513383, CP015836.1, KX458222.1,
LN908249.1 and NG_048163.1, presented five point
mutations in positions 463, 794, 854, 940 and 1012.
Sequence CP015434.1 exhibited an additional point
mutation in position 1,140, and sequence AP000342
had four of these point mutations in positions 794,
854, 940 and 1,012. All these mutations resulted in
amino acid substitutions with the exception of the
mutations in  position 1,140 (Table 2 and
Supplementary Figure 2).

Sequences obtained in this study were submitted to
GenBank  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/),
and the following accession numbers were retrieved:
MK611935 and MK611934 for the 16S rRNA gene of
444.1 and 4694, respectively, and MK611936 and
MK611937 for the tet(B) gene of 444.1 and 469.4,
respectively.

Expression of tet(B)

The level of expression of tet(B) in isolates 444.1 and
469.4 was determined comparing log-phase liquid
cultures with and without tetracycline of each isolate.
The exposure to tetracycline did not decrease the
growth rate of the bacteria recovered from the culture
and yielded similar amounts of RNA.

A transcriptional analysis of the gene tet(B) was
performed using RT-qPCR. tet(B) mRNA was detected
in isolate 469.4 but not in isolate 444.1, despite showing
very similar levels of 165 rRNA expression (Figure 1).
As for isolate 469.4, no differences were observed in the
expression of tet(B) when applying tetracycline to the
medium. The gene expression value, normalized with
the 16S rRNA gene, was 0.06 (logy).

According to previous screening for fet genes,
isolate 469.4 contained a fet(M) gene in addition
to tet(B). In order to determine the influence of tet
(B) on the tetracycline resistance of the isolate
469.4, the mutant 469.4Atet(M)::erm(B)(EryR) was
constructed.

Antibiotic susceptibility

Susceptibility to tetracycline was tested in isolates
444.1 and 469.4 using E-test strips, observing
a minimum inhibitory concentration (MIC) of 32 pg/
ml to tetracycline. In order to assess whether tetracy-
cline resistance was being conferred by the gene tef(M)
as opposed to fef(B), susceptibility to tetracycline in
the mutant strain 469.4Alel(M)::erm(B)(EryR) was also
tested, observing a MIC of 32 pg/ml.

Discussion

Resistance to tetracyclines is widespread, and although
tetracyclines are still useful in some treatments, only the
most recent versions are being used to treat multidrug

Table 2. Positions of nucleotide substitutions in the tet(B) sequences used as comparison. Between parentheses, the positions
and amino acid substitutions corresponding to each nucleotide substitution. NC: no changes.

Nucleotide substitution

Sequences 463A>G (Thr155Ala)  794A>G (Glu265Gly)

854A>T (Asp285Val)

940G>C (Glu314GIn)  1012A>G (Thr338Ala)  1140A>G (NC)

469.4

4441
AF223162
AF326777
AL513383
CP015836.1
KX458222.1
LN908249.1
NG_048163.1
CP015434.1
AP000342

+
+

R SR S S
+ 4+ttt

+

R T o

+
+

B i S S o o
T T i o

Relative flu

Figure 1. Amplification curves of the 165 rRNA and tet(B) genes obtained by RT-qPCR from RNA of 444.1 and 469.4.
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resistant bacteria [25]. Nevertheless, a new formulation
of minocycline, a second generation tetracycline, has
been proven effective against MDR A. baumannii infec-
tions, allowing an old antibiotic to be used again [4,25].
Unfortunately, resistance to these antibiotics is possible
through different mechanisms such as efflux pumps like
the one coded by fet(B), which can recognize different
tetracyclines as substrates, including minocycline, dox-
ycycline and even glycylcyclines through punctual
mutations [26]. fet(B) is the most distributed tetracy-
cline resistance gene among Gram-negatives [27] and
so far it has not been described in Gram-positives.
However, a recent study [5] reported to have found tet
(B) in §. suis, being the first time to describe the pre-
sence of this gene in a Gram-positive bacteria.
Nonetheless, and although sequencing was performed
and 100% identity was obtained, only 54.55% of the
gene was covered, raising doubts of whether the gene
might or might not be tet(B). According to Levy et al.
[28], tetracycline resistance determinants should have <
80% of amino acid identity in order to be considered
different genes, which makes it impossible for the pre-
viously discussed analysis to determine if the gene stu-
died was tet(B).

In our study we found two isolates of S. oralis
susceptible of carrying tet(B). In both cases, we
performed full sequencing of the gene, resulting
in 100% coverage, and compared the sequences to
those tet(B) sequences previously published, show-
ing some minor differences involving up to six
nucleotides in a sequence of 1,206 base pairs,
which led to up to five amino acid substitutions
in a sequence of 401 amino acids (100% - 98.75%
identity). Most of the polymorphisms observed in
the fet(B) sequences obtained from isolates 444.1
and 469.4 were shared by all the published
sequences used in this study with the exception of
V00611 and AJ277653, which were identical to the
reference sequence J01830 (Table 2). These three
sequences were obtained from Escherichia coli,
although CP015836.1, another E. coli sequence
used in this study, presented five point mutations
compared to J01830, implying that these mutations
might have occurred at some point during replica-
tion or transference and were maintained in certain
strains.

tet(B) expression was studied to understand the
functionality of the gene in the two S. oralis isolates
obtained. It is known that, in the presence of tetra-
cycline, the transcription of tetracycline resistance
genes is induced [29,30]. For this reason, cultures
were made with and without tetracycline and RNA
was extracted to quantify the expression of the
gene. tet(B) mRNA could only be found in isolate
469.4, meaning that the gene was not being
expressed under those conditions in isolate 444.1.
Furthermore, expression in 469.4 seemed to be
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constitutive, since its transcription did not depend
on the addition of tetracycline, as it was observed
once normalized with the expression values of the
165 rRNA gene. Both isolates carried tet(M) as
well, which might have conferred resistance to tet-
racycline, as opposed to tef(B). We disabled the tet
(M) gene in the 469.4 isolate through homologous
recombination to determine its role in the level of
tetracycline resistance, and we found no changes in
the level of susceptibility, indicating that tet(B)
could be responsible for tetracycline resistance in
isolate 469.4, although it cannot be ruled out that
resistance to tetracycline could be provided by
another gene or mechanism.

The presence of tet(B) in Gram-positive bacteria
is another step in the dissemination of antibiotic
resistance genes. Although tet(B) seemed to be
expressed in only one of the isolates, the presence
of this tetracycline resistance gene had never been
confirmed in Gram positives. Whether tet(B) is
being expressed or not, it seems clear that the
reservoir for this gene has expanded to the genus
Streptococcus,  an bacterial  group,
increasing the chances for its dissemination. The
transfer of antibiotic resistance genes between
Gram-positive and Gram-negative bacteria has
been previously reported [31-33], and the oral
environment offers a great opportunity for these
transfers to occur. The characteristics of the oral
biofilm make it prone to genetic exchange, allowing
the bacteria that live in such environment to
acquire and share antibiotic resistance genes,
among others [22,34-36]. Furthermore, the oral
environment is a transit area for many bacteria
that might end up in other niches of the human
body, thus creating the opportunity for these bac-
teria to acquire genetic determinants present in the
oral microbiome. Given that the tet(B) sequence
analyzed in this study was identical to other
sequences of tet(B) observed in Gram-negatives,
the functionality of this gene, being transferred to
Gram-negatives, would be expected. In this study
we confirmed the presence and expression of the
gene fet(B) in Gram-positive bacteria. However,
further studies should be conducted in order to
establish the function of the gene fet(B) in isolates
444.1 and 469.4. Moreover, a full characterization
of the surroundings of the gene and its ability to
transfer among other streptococci might help to
understand the actual potential of the tet(B) gene
in Gram-positive bacteria.
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Abstract

Objectives: To study oral Prevotella spp. isolated from patients with chronic perio-
dontitis, to determine their susceptibility to azithromycin and erythromycin and to
screen the presence of macrolide resistance genes therein.

Material and Methods: Isolates with a Prevotella-like morphology were obtained
from subgingival samples of 52 patients with chronic periodontitis. Each isolate was
identified to the species level by sequencing of the 16S rRNA gene. In 100 Prevotella
spp. isolates, azithromycin and erythromycin susceptibility was determined using the
E test method, and the screening of erm(A), erm(B), erm(C), erm(F), erm(G), erm(Q) and
mef(A) genes was done by PCR.

Results: Prevotella intermedia and Prevotella nigrescens were the most identified spe-
cies (33% each). Minimum inhibitory concentrations (MICs) ranges for both antibiot-
ics were 0.016/0.032 to >256 pg/ml. MIC;, values for azithromycin and erythromycin
were 1.5 and 1 pg/ml, respectively, and MIC,, values were >256 pg/ml for both anti-
biotics. Nineteen per cent of the isolates carried erm(B), and 51% carried erm(F).
Conclusions: The MIC values found were high compared to previous studies. erm(F)
was greatly prevalent, and we describe for the first time the erm(B) gene in Prevotella
spp. The presence of either of the genes seems to be associated with a higher degree
of resistance to azithromycin and erythromycin.

KEYWORDS
antibiotic, azithromycin, erythromycin, periodontitis, Prevotella, resistance

disorders and endogenous infections, for example rheumatoid ar-
thritis, gut dysbiosis, bacterial vaginosis, asthma and periodontitis

The genus Prevotella consists of anaerobic gram-negative bacteria
that, being commonly found in the oral microbiota of healthy indi-
viduals, have been considered commensal bacteria for a long time
(Aas, Paster, Stokes, Olsen, & Dewhirst, 2005; Zaura, Keijser, Huse,
& Crielaard, 2009). However, recent studies have linked the pres-
ence or relative increase in some Prevotella species to inflammatory

{Larsen, 2017). In periodontal disease, it has been categorised in the
orange complex of Socransky's and Haffajee's pyramid, which refers
mainly to gram-negative anaerobic bacteria that are late colonisers
of the oral biofilm and could have a role in the development of peri-
odontitis (Socransky & Haffajee, 2002; Zambon, Reynolds, & Slots,
1981). Moreover, not until recently have species such as Prevotella
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intermedia and Prevotella nigrescens been described to present a
proinflammatory potential similar to that of Porphyromonas gingiva-
lis, one of the major pathogens related to periodontitis {(de Aquino
etal., 2014).

Scaling and root planing (SRP) is the basis of periodontal treat-
ment. Nevertheless, some cases require the use of adjunctive ther-
apy with antimicrobials such as beta lactams and metronidazole
(Slots, 2012). Although the combination of amoxicillin and metro-
nidazole has been largely studied and prescribed (Feres, Figuereido,
Soares, & Faveri, 2015), macrolides like azithromycin (AZM) have
been proven effective against both aerobic and anaerobic bacteria,
regardless of the intrinsic resistance to macrolides of gram-negative
bacteria (Citron & Appleman, 2001; Nilius et al., 2001; Xu, Flavin,
& Eiznhamer, 2012). This antibiotic has recently been proposed as
an effective coadjuvant in the treatment of periodontitis, reducing
periodontal probing depth and increasing attachment level (Muniz
et al, 2013; O'Rourke, 2017; Renatus, Hermann, Schénfelder,
Schwarzenberger, & Jentsch, 2016).

Macrolides like AZM are bacteriostatics that bind to the 23S
rRNA, impeding protein synthesis. Antibiotic resistance to AZM has
been mainly observed in the form of methylases, efflux pumps and
inactivating enzymes (Roberts et al., 1999). Methylases, which are
the most widespread and are encoded by erm genes, prevent the
attachment of the macrolide by adding one or two methyl groups
to the ribosomal binding site and confer resistance to macrolides,
streptogramins and lincosamides. On the other hand, Mef efflux
pumps, like the one coded by mef(A), expel the macrolide in ex-
change for a proton and confer resistance to a narrower spectrum
of antibiotics (Luna et al., 2002; Roberts, 2002). Recently, mef(A)
and erm(B) were linked to high levels of macrolide resistance in
gram negatives such as Haemophilus influenzae (Atkinson, Kunde,
& Tristram, 2017; Seyama et al., 2016), which makes them interest-
ing targets of surveillance when screening for macrolide resistance
genes. Additionally, erm(F) has been linked to high levels of eryth-
romycin (ERM) and clindamycin resistance in the Bacteroides and
Parabacteroides genera (Kierzkowska et al., 2018; Xing et al., 2015),
and it is commonly found in bacteria of the genus Prevotella (Chung,
Werckenthin, Schwarz, & Roberts, 1999; Sanai et al., 2002).

To our knowledge, there are no reports linking the effects of
macrolide resistance genes to AZM or ERM resistance in isolates
from the oral environment. These genes can be transferred to other
bacteria through conjugative transposons, which are triggered in the
presence of antibiotics (Scornec, Bellanger, Guilloteau, Groshenry, &
Merlin, 2017). Given the increased use of AZM in the clinical practice
and the environmental pressure exerted as a result of such increase,
there is a need to monitor AZM resistance among periodontal bac-
teria such as Prevotella spp., which could also help to determine the
effectiveness of this antibiotic in the clinical practice (ECDC, EFSA,
& EMA, 2017). Moreover, ERM resistance also has clinical relevance
in endodontic infections since it is an antibiotic of choice for patients
allergic to p-lactams (Segura-Egea et al., 2017).

The aim of this study was to determine the presence of macro-
lide resistance genes and the susceptibility to AZM and to ERM of
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oral Prevotella spp. isolated in Spain. To this end, 100 Prevotella spp.
isolates obtained from patients with periodontitis were screened for
seven macrolide resistance genes, and their susceptibility to AZM
and to ERM was analysed.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Sample collection and culture

Prevotella spp. isolates were picked from the strain collection of
Dentaid Research Center (Cerdanyola del Vallés, Spain). Briefly, the
isolates were obtained from 52 patients with chronic periodontitis
attending the University Dental Clinic of Universitat Internacional
de Catalunya (UIC), (Barcelona, Spain), between 2014 and 2015. The
clinical conditions of the patients matched the criteria suggested
by the American Academy of Periodontology's Periodontal Disease
Classification Consensus Report (Armitage, 1999). Briefly, the indi-
viduals met the following criteria: at least five teeth and a probing
depth of 25 mm, clinical attachment level 23 mm and extensive ra-
diographically determined bone loss. These patients did not take an-
tibiotics 3 months prior to sample collection. The research protocol
was approved by the Ethics Committee of the UIC (Study number:
0DO0-2014-01) and complied with the principles of the Declaration
of Helsinki. Samples were obtained by placing sterile paper points
in subgingival pockets for 20 s. All the paper points of each patient
were pooled in vials containing 1.5 ml of reduced transport fluid
without EDTA (Syed & Loesche, 1972) and sent to the laboratory at
4°C. Serial dilutions of each sample were made and plated on blood
agar plates (Oxoid Nutrient Broth No. 2; Oxoid Ltd, Basingstoke, UK)
containing 5% horse blood, hemin (5 mg/L) and menadione (1 mg/L),
and were incubated in anaerobic conditions (10% H,, 10% CO, and
80% N,) at 37°C for 48-72 hr. Prevotella-like morphologies, for ex-
ample black-pigmented, smooth and slightly convex colonies of ap-
proximately 0.3-2 mm in diameter, were selected, and pure cultures
of each isolate were made and stored at =80°C in a 30% glycerol
solution. For this study, all the isolates were re-grown on blood agar
plates and incubated in anaerobic conditions at 37°C for 48-72 hr.

2.2 | Sequencing of 16S rRNA gene and screening of
macrolide resistance genes

DNA extraction was performed using the ATP™ Genomic DNA Mini
Kit (ATP Biotech Inc., Taipei City, Taiwan) according to the manufac-
turer's instructions, and the DNA was quantified using a NanoDrop
2000C UV-vis Spectrophotometer (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA).

Isolates were identified to a species level through 16S
rRNA gene sequencing. Universal primers forward (27F): 5
GAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ and reverse (1544R): 5" AGAAAGG
AGGTGATCCAGCC (Shigematsu et al., 2009) at 0.5 pM were used
to amplify a 1,533-bp-length fragment of the gene. Between 30 and
100 nanograms of DNA, 1X PCR buffer, 1X dNTPs solution, 2.5 mM
of MgCl, and 1 unit of Taq polymerase (all reagents from Takara,
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TABLE 1 Primers and annealing temperatures for the identification of macrolide resistance genes
Primers Sequence 5'-3" Product size Annealing Temp Reference
erm(B) F GGT AAA GGG CAT TTAACG AC 494 55 O'Sullivan, Cai, Kong, Zeng,
erm(B) R CGATAT TCT CGATTG ACC CA and Gilbert (2006)
erm(F) F CGG GTCAGCACTTTACTATTG 466 50 Chung et al. (1999)
erm(F) R GGA CCT ACC TCATAG ACAAG
erm(A) F TCT AAA AAG CAT GTA AAA GAA 640 48 Chung etal. (1999)
erm(A) R CTTCGATAGTTT ATT AAT ATT AGT
erm(C) F TCA AAA CAT AAT ATA GAT AAA 640 43 Chung et al. (1999)
erm(C) R GCT AAT ATT GTT TAA ATC GTC AAT
erm(Q) F AAG TTATTG GGT TAC AGC TA 624 53 Roberts (2017)
erm{Q)R CAC CTC CTAATT TAAATCTAC TA
erm(G) F GCA AGT TCT GCG CAA TAG CA 240 57 This study
erm(G) R TAG CGG CAA TAA TCG CAC CA
mef(A) F ACC GAT TCT ATC AGC AAA G 942 55 Luna et al. (2002)
mef(A) R GGA CCT GCCATT GGT GTG

Tokyo, Japan) were added to the PCR mix. PCR amplification was
carried out using a T3000 Thermocycler (Biometra, Goettingen,
Germany) under these conditions: 5 min at 95°C, followed by 35
cycles of: 95°C for 60 s, 57°C for 60 s and 72°C for 60 s; and fol-
lowed by another 10 min at 72°C. The amplified product was sub-
sequently purified using the E.Z.N.A Gel Extraction Kit (Omega
Bio-tek, Norcross, GA, USA), sequenced (Macrogen Inc, Amsterdam,
the Netherlands), aligned to form a single contig using Clustal Omega
software (available at https://www.ebi.ac.uk/) and analysed using
NCBI's BLAST. Only sequences with 299% identity were accepted.
One hundred isolates were selected for the study, and from each
patient, only one isolate was obtained of each species.

Seven macrolide resistance genes were screened using PCR.
Primers and annealing temperatures are listed in Table 1. The PCR
conditions for the detection of each macrolide resistance gene are
provided in the references of Table 1. For the amplification of erm(G),
30-100 ng of DNA, 1X PCR Buffer, 1X dNTPs solution, 2.5 mM of
MgCl2, 0.5 uM of each primer and 1 unit of Taq polymerase (Takara,
Tokyo, Japan) were added to the PCR mix. PCR conditions were as
follows: 5 min at 95°C, followed by 30 cycles of: 95°C for 30s, 57°C
for 30 s and 72°C for 30 s; followed by 10 min at 72°C. DNA of the
isolates carrying the macrolide resistance genes screened was se-
lected as positive controls. In order to validate these DNA controls,
their PCR products were sequenced and annealed with reference se-
quences published in NCBI's GenBank. Negative controls were done
adding water to the mix instead of DNA. PCR products were exam-
ined by electrophoresis in 2% agarose gels with ethidium bromide
(0.5 pg/ml) in 1X TAE buffer (40 mM Tris-acetate and 1 mM EDTA).

2.3 | Antibiotic susceptibility testing

The Prevotella spp. isolates were re-plated on blood agar to con-
duct an antimicrobial susceptibility test using E test strips (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) containing a concentration gradient of
AZM or ERM. Minimum inhibitory concentrations (MICs) of both

antimicrobials were measured as instructed by the manufacturer
after incubation at 37°C in anaerobic conditions. Streptococcus pneu-
moniae ATCC 49619 was used as a quality control strain.

2.4 | Statistical analysis

Student's t test was used as a paired statistical test for continuous
variables to find statistical differences between the MIC values for
both antibiotics in each isolate. Prior to the test, MIC values were
normalised using the Napierian logarithm. p values <0.05 were ac-
cepted for statistical significance.

Comparisons of the groups of isolates carrying each gene and
their MIC values were done by Mann-Whitney-Wilcoxon test.
p values <0.0083 were accepted for statistical significance after
Bonferroni corrections.

3 | RESULTS

Fifty-two patients {mean age of 49.8 years) were included in this
study. Patients showed a mean probing depth of 6.63 £+ 1.72 mm, a
mean clinical attachment loss of 7.49 + 2.07 mm and 94.29% of gin-
gival sites with bleeding on probing. One hundred Prevotella spp. iso-
lates were obtained averaging 1.92 isolates (range 1-5) per patient,
with 28 patients presenting more than one isolate. P. intermedia and
P. nigrescens were the most frequent species (33% each), followed by
Prevotella buccae and Prevotella denticola (Table 2).

Minimum inhibitory concentrations for ERM and AZM ranged
from 0.016 to 2256 pg/ml and from 0.023 to 2256 pg/ml, respec-
tively, with large differences between isolates from the same spe-
cies. The isolates carried by 23 of the 28 patients with more than one
isolate showed different MICs. Moreover, significant differences
were observed when comparing MICs for AZM and ERM within the
100 isolates (p = 0.001). All Prevotella isolates showed a MIC,, of
1 pg/ml for ERM and a MIC;; of 1.5 pg/ml for AZM. These isolates
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TABLE 2 Number of Prevotella isolates, MIC ranges and MIC,; and MIC,, for the two tested antimicrobials

Erythromycin resistance Azithromycin resistance
Species Nisolates MIC range MIC,, MIC,, MIC range MIC,, MIC,,
P. intermedia 33 0.016 to 2256 0.38 16 0.032 to 2256 0.5 2256
P. nigrescens 33 0.023 to 2256 0.125 2256 0.023 to 2256 1 2256
P. buccae 14 1to 2256 8 2256 0.75 to 2256 2 2256
P. denticola ] 0.25 to 2256 2256 2256 0.75 to 2256 2256 2256
P. disiens 3 0.023 to 2256 0.094 2256 0.064 to 2256 0.38 2256
P. maculosa 3 2102256 2256 2256 2to 2256 2256 2256
P. oralis 3 1.5-4 2 4 1-3 2 3
P. melaninogenica 2 12256 0.75 1 0.75-1 0.5 0.75
P. baroniae 1 0.064 ND ND 0.25 ND ND
P. oris 1 1 ND ND 0.75 ND ND
P. pallens 1 2256 ND ND 128 ND ND
Prevotella spp. 100 0.016 to 2256 1 2256 0.023 to 2256 15577 2256
MICs are expressed in pg/ml.
also presented a MIC,, of 2256 pg/ml for ERM and AZM, except 4 I DISCUSSION

Prevotella maculosa and P. intermedia for ERM and Prevotella mela-
ninogenica and Prevotella oralis, which presented lower MIC,, and
MIC,,, for both antimicrobials. MIC;, and MIC,, of Prevotella baro-
niae, Prevotella pallens and Prevotella oris could not be determined
since only one isolate of each species was obtained (Table 2).

There are no resistance breakpoints available to apply in the mac-
rolide resistance of gram-negative anaerobes (CLSI, 2017; EUCAST,
2018). However, the concentration of AZM in gingival crevicu-
lar fluid has been estimated to be 7-8 pg/ml after an oral dose of
500 mg (Jain, Lai, & Walters, 2012; Lai, Ho, Jain, & Walters, 2011).
Under this premise, at least 31% of our isolates would be resistant to
AZM (MIC 212 pg/ml), with P. denticola, P. buccae, P. nigrescens and
P. intermedia being the species with a higher percentage of resistant
isolates: 66.67%, 42.86%, 33.33% and 18.18%, respectively.

erm(B) and erm(F) genes were detected by PCR in 58 of the 100
Prevotella isolates. erm(B) was detected in 19 isolates, while erm(F)
was found in 51 isolates. Both genes were present in 12 isolates, and
this combination was mainly found in P. intermedia and P. nigrescens,
although it was also found in one P. melaninogenica isolate (Table 3).
Seventeen of the 28 patients with more than one isolate had differ-
ent genes. None of the other five genes screened were detected.

When the MICs of each Prevotella isolate were related to the
presence of the studied genes, MIC,, values for ERM increased
15.63-fold in the presence of erm(B) and 23.44-fold in the presence
of erm(F) compared to the absence of any of the screened genes.
MIC,, values for AZM were also higher in the presence of macrolide
resistance genes, being 5.26-fold higher in the case of erm(B) and
31.58-fold higher in the case of erm(F). MIC values were significantly
higher for ERM (p = 0.001) and AZM (p = 0.0002) when comparing
the MICs of those isolates carrying erm(F) and those isolates without
the screened genes. Ten isolates showed high MICs (212 pg/ml) for
either AZM or ERM and did not carry any of the screened genes.

In this study, we analysed the susceptibility to AZM and ERM of 100
clinical oral Prevotella spp. isolates obtained from Spanish patients
with periodontitis. We identified 11 different species and screened
the presence of seven macrolide resistance genes. To our knowl-
edge, ERM and AZM resistance in oral Prevotella spp. has not been
studied in depth, and only the presence of erm(F) has been reported
in oral isolates of P.intermedia and P. nigrescens (Chung, Gabany,
Persson, & Roberts, 2002; Sanai et al., 2002). Both antibiotics are
widely used in the dental practice. ERM is frequently used in peni-
cillin-allergic patients in endodontic treatment (Segura-Egea et al.,
2017), and several clinical trials have been conducted in recent years
to evaluate the effectiveness of AZM as an adjuvant to SRP. These
trials have demonstrated the validity of using AZM against the major
periodontopathogens, and properties such as its quick uptake by fi-
broblasts, its long half-life, its immunomodulatory and anti-inflam-
matory effects, its simple dosage regime and limited side effects
have raised AZM as an appealing alternative to the treatment with
amoxicillin and metronidazole (Doyle et al., 2015; Herrera, Alonso,
Ledn, Roldan, & Sanz, 2008; Hirsch, Deng, & Laohachal, 2012;
O'Rourke, 2017).

In our study, MIC ranges, MIC,, and MIC,, of ERM were very
similar to those of AZM; in fact, they were slightly lower in most of
the species studied, which shows that ERM might have similar an-
tibacterial properties to those of AZM for Prevotella spp. However,
ERM does not have the same anti-inflammatory and immunomod-
ulatory properties, which makes AZM a more attractive option
(Hirsch et al., 2012; O'Rourke, 2017).

Monitoring antimicrobial resistance worldwide is essential in
order to establish efficient treatments for infections (Kaplan et
al., 2013). Researchers face different MICs for the same antimi-
crobial and bacterial species in different countries. For instance,
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TABLE 3 MIC,, and MIC,, values for erythromycin and azithromycin related to the presence of the macrolide resistance genes detected

Number of isolates

No genes
Species. erm(B) erm(F) erm(B) +erm(F)  detected
P.intermedia 1 19 5 8
P. nigrescens 1 8 6 18
P.buccae 2 4 [¢] 8
P. denticola 1 5 0 0
P. maculosa 0 1 0 2
P. oralis 0 0 0 3
Prevotella spp. 7 39 12 42

Erythromycin resistance

MIC,, MIC,,

No genes
erm(B) erm(F) erm(B)+erm(F) detected erm(B) erm(F)
ND 0.75 0.25 0.032 ND 16
ND 1 8 0.032 ND 2256
2256 2256 ND 2 2256 2256
ND 2256 ND ND ND 2256
ND ND ND 2256 ND ND
ND ND ND 2 ND ND
1 15 1 0.064 2256 2256

MICs are expressed in pg/ml. ND indicates those MIC,, or MIC,, that could not be calculated due to a number of isolates inferior to 2.

van Winkelhoff found in 2005 higher MIC values in Spanish oral
Prevotella than those found in the Netherlands, probably due to a
higher prescription and usage of antimicrobials in the former coun-
try (van Winkelhoff, Herrera, Oteo, & Sanz, 2005). Spain is one of
the European countries with the highest antibiotic consumption
(Bronzwaer, Lonnroth, & Haigh, 2004; ECDC et al., 2017; Klein et
al., 2018), and numerous studies have linked higher usage of antibi-
otics with higher levels of antibiotic resistance, which might explain
the differences between countries (WHO, 2014). These variations
in susceptibility could make a difference in whether an antimicro-
bial dosage leads to a successful treatment or not, and knowledge
about antibiotic susceptibility in different geographical areas might
help overcome this issue. The MIC ranges obtained of AZM for the
isolates of our study were similar to those obtained in previous stud-
ies (0.016 to »256 pg/ml) (van Winkelhoff et al., 2005; Veloo et al.,
2012), but the MIC,, and MIC,, values were higher. MIC,, exceeded
256 pg/ml in most species, including P. nigrescens and P. intermedia.
MICS,J values were also high; for example, for P. intermedia, it was
five times greater than previously described (van Winkelhoff et al.,
2005; Veloo et al., 2012). Nevertheless, greater levels of resistance
to AZM by Prevotella isolates obtained from the airways of people
with cystic fibrosis have been reported (Sherrard et al., 2013), indi-
cating that some bacteria of the genus Prevotella can achieve higher
rates of AZM resistance. MIC ranges and both MIC,; and MIC,,
values for ERM were also similar to those found in a recent study
(Toprak et al., 2018). However, the Prevotella spp. isolates obtained
by Toprak et al. were not limited to the oral environment as a source,
but also included abscesses and wound of patients in hospitals,
which might have raised its MIC,, and MIC,, values.

The erm genes are methylases that methylate the 23S rRNA,
preventing the macrolide from attaching to the ribosome (Roberts,
2002). In Prevotella spp., only erm(A), erm(C), erm(F) and erm(G) have
been observed (Roberts, 2017). In the present study, these genes
were screened together with erm(B) and mef(A) genes but only erm(B)
and erm(F) were detected. To our knowledge, this is the first time
that erm(B) has been detected in bacteria of the genus Prevotella.

The presence of erm(F) was expected, since it has been observed
that this gene is distributed among black-pigmented anaerobes, often
integrated into conjugative transposons with tet(Q), a tetracycline re-
sistance gene (Chung et al.,, 2002; Sanai et al., 2002). Furthermore,
erm(B) has been largely found in streptococci of the oral environ-
ment, especially in conjugative transposons of the Tn916/1545 family
(Roberts & Mullany, 2010; Villedieu et al., 2004). The int gene codes
for the Int protein involved in the transposition of these mobile genetic
elements. In this study, four isolates carrying erm(B) and 19 isolates
carrying erm(F) also carried the gene int {data not shown). This could
be an indication of the presence of transposons in these isolates, but
more studies should be conducted to confirm this. The presence of
these resistance genes in transferrable elements could grant them the
ability to spread within the Prevotella genus as well as among other oral
bacteria, sustaining a reservoir of antimicrobial resistance genes in the
oral environment (Aracil et al., 2001; Villedieu et al., 2003).

Differences were observed when comparing the MIC;, values for
AZM and ERM with the presence or absence of macrolide resistance
genes. In the case of erm(B), 15.63-fold and 5.26-fold increases in
the MIC;, for ERM and AZM, respectively, were observed. However,
the number of isolates that carried erm(B) alone was too low to draw
conclusions. MICg, values for erm(F) also increased, 23.44-fold and
31.58-fold for ERM and AZM, respectively. Additionally, statistically
significant higher MIC values for both ERM and AZM were observed in
those isolates carrying erm(F). Since erm(F) is often detected in black-
pigmented anaerobes (Chunget al., 1999; Sanai et al., 2002), a consis-
tent level of resistance when carrying this gene was to be expected.
Given the increase in resistance to azithromycin provided by erm(F)
and the presence of this gene among oral black-pigmented anaerobes,
the use of azithromycin as a therapeutic option could be at stake if the
dissemination of macrolide resistance genes were to occur.

In this study, a breakpoint of 212 pg/ml of AZM was used in order to
determine resistance to this antibiotic, given that neither the EUCAST
nor the CLSI provide macrolide breakpoints for anaerobic bacteria.
Susceptibility to 212 pg/ml of AZM among Prevotella spp. isolates ob-
tained from patients with periodontitis was high (31%), with higher
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Azithromycin resistance
MIC,, MIC,,

No genes No genes No genes
erm(B) + erm(F) detected erm(B) erm(F) erm(B) +erm(F) detected erm(B) erm(F) erm(B) + erm(F) detected
1 2256 ND 15 1 0.064 ND 2256 1.5 2256
2256 3 ND 2 32 0.094 ND 2256 2256 24
ND 2256 2256 2256  ND 1.5 2256 2256 ND 2256
ND ND ND 2256  ND ND ND 2256 ND ND
ND 2256 ND ND ND 2256 ND ND ND 2256
ND 4 ND ND ND 2 ND ND ND 3
2256 64 1 6 15 0.19 2256 2256 2256 48

MIC,; and MIC,, values than previously reported, even in Spain. These REFERENCES

values were very similar for both antibiotics, indicating a similar suscep-
tibility of Prevotella spp. to ERM and AZM. Of the seven genes screened,
erm(F)and erm(B) were detected, and both seemed to be associated with
a higher degree of resistance to ERM and AZM when compared to the
isolates in which we could not detect any of the screened genes. Given
that there were isolates that did not carry any gene and exhibited high
levels of resistance, further studies might prove useful to understand
what mechanisms are used by Prevotella spp. to overcome macrolides.

Finally, surveillance of antibiotic resistance in oral bacteria
should be performed regularly in order to help clinicians to choose
the best antibiotic regimen for their patients, since it may seem that
resistance to AZM is increasing in Prevotella spp., and genes with
high capabilities of transferability might be responsible for this.
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Abstract

Objectives The aim of this study was to analyze the distribution of (3-lactamase genes and the multidrug resistance profiles in 3-
lactam-resistant subgingival bacteria from patients with periodontitis.

Materials and methods Subgingival samples were obtained from 130 Spanish patients with generalized periodontitis stage IIT or
IV. Samples were grown on agar plates with amoxicillin or cefotaxime and incubated in anaerobic and microaerophilic condi-
tions. Isolates were identified to the species level by the sequencing of their 16S rRNA gene. A screening for the following (3-
lactamase genes was performed by the polymerase chain reaction (PCR) technique: blatewm, blasyy, blactxwm, blacgas blacepas
blacyia, and blagmpe. Additionally, multidrug resistance to tetracycline, chloramphenicol, streptomycin, erythromycin, and
kanamycin was assessed, growing the isolates on agar plates with breakpoint concentrations of each antimicrobial.

Results (3-lactam-resistant isolates were found in 83% of the patients. Seven hundred and thirty-seven isolates from 35 different
genera were obtained, with Prevotella and Streptococcus being the most identified genera. blacia was the gene most detected,
being observed in 24.8% of the isolates, followed by blarem (12.9%). Most of the isolates (81.3%) were multidrug-resistant.
Condlusions This study shows that 3-lactam resistance is widespread among Spanish patients with periodontitis. Furthermore, it
suggests that the subgingival commensal microbiota might be a reservoir of multidrug resistance and (3-lactamase genes.
Clinical relevance Most of the samples yielded {3-lactam-resistant isolates, and 4 different groups of hla genes were detected
among the isolates. Most of the isolates were also multidrug-resistant. The results show that, although (-lactams may still be
effective, their future might be hindered by the presence of 3-lactam-resistant bacteria and the presence of transferable bla genes.

Keywords Periodontitis - Antibiotic resistance - 3-Lactams - Multidrug resistance

Introduction

Periodontitis is a complex infectious disease caused by a
dysbiosis of the subgingival biofilm and a disproportionate
response of the host’s immune system [1]. Supra- and
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subgingival debridement along with motivation and oral hy-
giene instructions are the standard treatment for periodontitis,
and antimicrobials can be used as adjunctive therapy if pa-
tient’s conditions apply [2-4]. The microbial etiology of in-
flammatory periodontal diseases provides the rationale for the
use of antimicrobial medication in periodontal therapy.
Antibiotics may be specially indicated for periodontal patients
36 years of age or younger with periodontitis stage II or for
patients with attachment or radiographic bone loss at more
than two nonadjacent sites [5]. The most used antimicrobials
in periodontitis are the (3-lactams, particularly amoxicillin
(AMX) which can be administered together with metronida-
zole [2]. It has been described that those bacteria resistant to
{3-lactams may also be resistant to other antibiotics such as
tetracyclines, aminoglycosides, and chloramphenicol [6-8].
The most important resistance mechanism to (3-lactam antibi-
otics are the 3-lactamases, enzymes that break the -lactam
ring and inactivate the antimicrobial [9]. Extended spectrum
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-lactamases (ESBLs) can hydrolyze a wide array of -
lactams such as penicillins, cephalosporins, and monobactams
while inhibited by (3-lactamase inhibitors such as clavulanic
acid [8, 10, 11]. ESBLs were first detected in the 1980s in a
Klebsiella pneumoniae isolate, and now these are found in
both enteric and non-enteric microorganisms. More than 230
ESBLSs have been described, including TEM-type, SHV-type,
CTX-M-type, OXA-type, and KPC-type [11]. In the oral en-
vironment, blarpam have been described as the most prevalent
ESBLs, although there are only a few studies that have
screened for these genes [12-15]. Other 3-lactamases found
in the oral biofilm include blaca, blacepacoia. and blagmpe,
suggesting that the mouth might be a reservoir for f3-
lactamase genes. In fact, the oral environment, being a transit
place for bacteria entering the digestive tract and harboring
more than 700 bacterial species that grow to form a biofilm,
offers an excellent opportunity for horizontal gene transfer to
oceur [16, 17].

Spain is one of the European countries with the highest
consumption of antibiotics, which has been suggested to be
linked with the increase of antibiotic resistance [18]. Little is
known about the distribution of (3-lactamase genes in the
subgingival microbiota of Spanish patients with periodontitis.
For this reason, the aim of the current study was to screen for
3-lactamase genes in the AMX- and cefotaxime-resistant
subgingival microbiota isolated from 130 patients with peri-
odontitis. Additionally, these isolates were tested for their
multidrug resistance (MDR) to chloramphenicol, tetracycline,
kanamycin, erythromycin, and streptomycin.

Materials and methods
Patients involved in the study

Subgingival samples were taken consecutively from 130 pa-
tients, recruited between 2016 and 2017, and diagnosed with
generalized severe chronic periodontitis or generalized ag-
gressive periodontitis according to the 1999 classification
[19]. Nowadays, this diagnosis corresponds to generalized
periodontitis stage IIT or IV, according to the new classifica-
tion [20]. Stages were assessed according to the interproximal
attachment loss. Grading was established considering the co-
efficient radiographic bone loss and patients age, adding the
status of the systemic conditions such as smoking and diabe-
tes. The samples were obtained from patients that attended at
the Department of Periodontology of the Universitat
Internacional de Catalunya (UIC) (Barcelona, Spain). All pa-
tients were supervised by the same clinician (CM), who also
took the microbial samples. The study was previously ap-
proved by the Ethics Committee of the UIC (Study number:
0DO-2014-01) and complied with the principles of the
Declaration of Helsinki. Additionally, all the participants
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signed an Institutional Review Board approved informed con-
sent form. None of the patients had taken antibiotics at least
3 months prior to the sampling.

Clinical evaluation

The following clinical parameters were collected from a
whole-mouth evaluation at baseline: probing pocket depth
(PPD), clinical attachment level (CAL), full mouth plaque
index (FMPI), full mouth bleeding on probing (FMBP), and
mobility and furcation involvement. The PPD was measured
at 6 sites per tooth (mesiobuccal, mid-buccal, distobuccal,
mesiolingual, mid-lingual, and distolingual) as the distance
in millimeters from the free gingival margin to the base of
the probeable pocket using a handheld periodontal probe
(PCP-UNC 15; Hu-Friedy Mfg. Co., Chicago, IL, USA).
The CAL was measured at 6 sites per tooth from the
cemento-enamel junction (CEJ) or from the base of the dental
restoration or prosthesis to the bottom of the pocket. The
plaque index (PI) was recorded according to the criteria de-
scribed by Silness and Loe [21]. Bleeding on probing (BOP)
was determined as being present or absent (+) within 30 s after
probing of the aforementioned 6 sites per tooth. Only the
parameters of PPD, CAL, PI, BOP, and mobility of the select-
ed teeth, those with deepest PPD of each quadrant, were eval-
uated in the study.

Sample collection

Subgingival microbial samples were taken from the deepest
periodontal pocket of each quadrant. Each area was isolated
with cotton rolls, the supragingival plaque deposits were care-
fully removed with curettes, and subgingival microbial sam-
ples were obtained by inserting two sterile paper points in each
subgingival pocket and keeping them in place for 20 s.
Samples from each patient were pooled in a vial containing
1.5 ml of cold sterilized reduced transport medium without
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) [22] and sent to the
microbiology laboratory at 4 °C for processing within the
same day.

Microbial culture and bacterial selection

Subgingival biofilm samples were dispersed by vortex for
45 s. Serial tenfold dilutions were plated on blood agar (blood
agar base no. 2; Oxoid Ltd., Basingstoke, UK) containing 5%
of horse blood, hemin (5 mg/l), menadione (1 mg/l), and on
the same media with 2 ug/ml of cefotaxime (CTX) or 8 pg/ml
of AMX (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Both concen-
trations were selected based on the breakpoint concentrations
recommended by the European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) and the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) [23, 24]. Given that
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the oral microbiota harbors many different bacterial genera
and that many of these are not mentioned in either the
EUCAST or the CLSI guidelines, these concentrations were
chosen based on taxonomic relatedness to bacteria of the oral
environment, using the higher concentration of antibiotics
when in doubt. Therefore, bacteria that grew on plates with
antibiotics were considered to be resistant. In order to obtain a
wider array of the subgingival microbiota, plates were incu-
bated at 37 °C under microaerophilic (5% CO,) and anaerobic
(10% Ha, 10% CO,, and 80% N,) conditions for 48-72 h.
Resistant colonies were isolated according to their morpholo-
gy (two of each morphology), replated to obtain pure cultures,
and preserved at — 80 °C in a 30% sterilized glycerol solution.

DNA isolation and 16S rRNA gene sequencing

Genomic DNA extraction was performed on each isolate
using the ATP™ Genomic DNA mini Kit (ATP Biotech
Inc., Taipei City, Taiwan) following the manufacturer’s in-
structions. Once extracted, DNA was visualized in a 0.7%
agarose gel with ethidium bromide and quantified using a
Nanodrop 2000C UV-vis spectrophotometer (Nanodrop
Technologies, Wilmington, DE, USA).

Isolates were identified to a species level, through 16S
rRNA gene sequencing [25]. Zero point five (0.5) micromolar
of primers 27F and 1544R (Table 1) were added to the poly-
merase chain reaction (PCR) mix with 30-100 ng of DNA, 1X
PCR buffer, 1X dNTPs solution, 2.5 mM of MgCl,, and 1 unit
of Taq polymerase (all reagents from Takara, Tokyo, Japan).
Amplification was carried out using a T3000 Thermocycler
(Biometra, Goettingen, Germany) under the following condi-
tions: 5 min at 95 °C, followed by 35 cycles of 95 °C for 60 s,

57 °C for 60 s, and 72 °C for 60 s, and followed by 10 min at
72 °C. The PCR products were purified using the E.Z.N.A Gel
Extraction Kit (Omega Bio-Tek, Norcross, GA, USA) and
sent for sequencing to Macrogen Inc. (Amsterdam,
Netherlands). The sequences obtained were aligned using
Clustal Omega Software and analyzed using NCBI’s
BLAST (available at http://www.ebi.acuk/ and https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, respectively). Only sequences
with >99% identity were accepted as proof to identify to the
species level.

Detection of B-lactamase genes

Detection of (3-lactamase genes was achieved using the
primers described in Table 1. To ensure that most of the ge-
netic variants would be detected in the screening, universal
primers were used in the detection of blacea, blatem,
blagyy, and blacrx.m. PCR reactions were performed with
30-100 ng of DNA, 1X PCR buffer, 1X dNTPs solution,
2.5 mM MgCl, 0.5 uM of each primer, and 1 unit Taq poly-
merase (Takara, Tokyo, Japan). Amplifications were carried
out in a T3000 Thermocycler. The thermocycling conditions
were as follows: (i) for the detection of blacga, 1 min of
denaturation at 95 °C, 1 min of annealing at 58 °C, and
1 min of extension at 72 °C for 26 cycles; (ii) for the detection
of blacepascoias 30 s of denaturation at 95 °C, 30 s of anneal-
ing at 58 °C, and 30 s of extension at 72 °C for 29 cycles; (iii)
for the detection of blayupe, | min of denaturation at 95 °C,
1 min of annealing at 50 °C, and 1 min of extension at 72 °C
for 30 cycles; (iv) for the detection of blagxa, 40 s of dena-
turation at 95 °C, 40 s of annealing at 55 °C, and 40 s of
extension at 72 °C for 30 cycles; (v) for the detection of

Table 1 Primers and polymerase chain reaction conditions for the detection of B-lactamase and 16S rRNA genes

Gene Primer name Sequence 5 -3’ Tm °C Product size (bp) Reference

16S IRNA 27F GAG TTT GAT CCT GGC TCA G 57 1500 [25]
1544 R AGA AAG GAG GTG ATC CAG CC

blaca CFXAF GCA AGTGCA GTTTAAGAT T 58 934 [14]
CFXAR GCT TTA GTT TGC ATT TTC ATC

blacepacuia CepA/CbIA F CAA AGY GAC AAY AAT GCC TGC G 58 426 [26]
CepA/CblA R TSA CGA AGR CGG CWA T

blaympe AMPC F TAA ACA CCA CAT ATG TTC CG 50 769 27)
AMPC R ACT TAC TTC AAC TCG CGA CG

blapx a OXAF TAT CGC GTG TCT TTC GAG TA 55 700 [28]
OXAR TTA GCC ACC AAT GAT GCC

blappm TEMF TCG CCG CAT ACA CTA TTC TCA GAA TGA 60 445 [25]
TEMR ACG CTC ACC GGC TCC AGA TTT AT

blagyy SHV F ATG CGT TAT ATT CGC CTG TG 60 747 [29]
SHV R TGC TTT GTT ATT CGG GCC AA

blacrxm CTX-MF ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTK ATG GC 60 593 [30]
CTX-MR TGG GTR AAR TAR GTS ACC AGA AYC AGC GG
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blaygy, blagyy, and blacrx.\, a multiplex was performed as
previously described [31]. In all reactions an initial, 5-min
denaturation at 95 °C and a final 10 min extension at 72 °C
were applied. DNA of'the isolates carrying the genes screened
was used as positive controls. To confirm the presence of the
genes in the controls, PCR amplicons of the expected size
were sequenced and annealed with reference sequences avail-
able at NCBI's GenBank. Negative controls included water in
place of DNA in the PCR mix.

PCR products were observed through electrophoresis using
a 2% agarose gel with ethidium bromide. Gels were
photographed using a UV light transilluminator GEL
DOC™ XR+ system (Bio-Rad Laboratories Inc. Hercules,
CA, USA).

In vitro antimicrobial resistance testing

MDR was determined for all isolates using blood agar plates
containing 5% ofhorse blood, hemin (5 mg/1), and menadione
(1 mg/l) and supplemented with (i) 1 pg/ml of erythromycin
(ERY), (ii) 64 ng/ml of kanamycin (KAN), (iii) 8 ug/ml of
chloramphenicol (CHL), (iv) 128 pg/ml of streptomycin
(STR), (v) 8 ug/ml of tetracycline (TET), and (vi) 2 pg/ml
of CTX or 8 ug/ml of AMX (all antimicrobials were obtained
as pure powder from Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Incubation was performed at 37 °C in anaerobic and
microaerophilic conditions for 48-72 h. The antibiotic con-
centrations used were set according to the recommendations
provided by the EUCAST and CLSI and following the same
criteria used for the initial selection for AMX and CTX.

Statistical analysis

The chi-square test was used as a paired statistical test for discrete
variables to find statistical differences between the prevalence of
the genes screened and phenotypical resistance to the antibiotics
tested among the identified bacterial species of this study. p-
values of <0.05 were accepted for statistical significance.

Results

One hundred and thirty subgingival samples were obtained
from patients with generalized periodontitis stage III or IV.
Patients were between the ages of 24 and 82 years old (mean
of 51.3) and showed a mean probing depth of 6.6+ 1.8 mm, a
mean clinical attachment loss of 7.6 + 2.1 mm, and 92.1% of
gingival sites with bleeding on probing. From the 130 sam-
ples, 63 (48.5%) and 33 (25.4%) samples had AMX-resistant
isolates in anaerobic (ARIA) and in microaerophilic (ARIM)
conditions, respectively, while 98 (75.4%) and 70 (53.6%)
samples had CTX-resistant isolates in anaerobic (CRIA) and
in microaerophilic (CRIM) conditions, respectively. Twenty-
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eight (21.5%) samples grown in anaerobiosis and 53 (40.8%)
samples grown in microaerophilic conditions did not present
any (3-lactam-resistant isolates. Twenty-two samples (16.9%)
did not present any (-lactam-resistant isolate in either
microaerophilia or anaerobiosis. Samples grown in blood agar
without antibiotics showed a mean bacterial load of 7.3 log10
colony-forming units per milliliter (cfu/ml) (+ 1.3) in anaero-
bic conditions and 7.1 log10 cfu/ml (+ 0.9) in microaerophilic
conditions. The number of 3-lactam-resistant bacteria aver-
aged a 1 logarithmic reduction (Table 2).

The subgingival samples yielded 181 ARIAs, 84 ARIMs,
293 CRIAs, and 179 CRIMs, making a total of 737 isolates.
Isolated bacteria were identified by the sequencing of their
16S rRNA gene, and (3-lactam resistance genes were screened
by PCR. Additionally, phenotypic resistance to CHL, STR,
ERY, TET, and KAN was determined. Furthermore, AMX
and CTX resistance was also tested depending on which anti-
biotic the isolates were selected for (Table 3). Data regarding
the species detected, their phenotypic resistance, and their
screened genes is shown in the Supplementary data
(Table S1). Bacteria from the genus Prevotella were the most
frequently isolated (»=213), mainly the species Prevotella
nigrescens (n="70) and Prevotella intermedia (n=65),
followed by the genus Streptococcus (n=153) with a wide
variety of species within this genus (see Table S1). The genus
Prevotella was significantly (p < 0.01) more prevalent in the
ARIAs, while the genus Veillonella was more prevalent in the
CRIAs (p<0.01). Regarding bacteria grown in
microaerophilic conditions, the genus Neisseria was signifi-
cantly more prevalent in ARIMs (p <0.05), while the genus
Micrococcus was more prevalent in CRIMs (p < 0.01). More
than 12 % (12.1%) of the isolates were identified at a genus
level, and 8% could not be identified at all (Tables 3 and S1).

Regarding the bla genes, blacga Was the most prevalent
gene (24.8%), followed by blarpy (12.9%), blacepascoia
(1.1%), and blagyy (0.8%). The blacyx.m. blapxa, and
blagypc genes were not detected. A significantly higher
(p <0.01) percentage of blacg 5 was observed in those isolates
grown in anaerobic conditions compared to those grown in
microaerophilic conditions.

Phenotypic resistance to other antibiotics was observed in
599 isolates (81.3%). These isolates were resistant to, at least,
one antimicrobial besides the (3-lactam for which they were
previously selected. Fifty-six point eighty-five percent
(56.9%) of the isolates showed resistance to KAN, 54.6% to
ERY, 29.4% to TET, 27.7% to STR, and 9.9% to CHL.
Isolates selected for AMX resistance showed resistance to
CTX more frequently (53.6%) than conversely (32.2%).
Most of the MDR isolates were resistant to 1-3 antimicrobials
(22.2%, 26.4%, and 25.7%, respectively), and 15 isolates
(2.5%) were resistant to the 6 antimicrobials tested
(Table 4). Statistical differences were observed between the
percentage of ARIAs and ARIMs resistant to CHL and KAN
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Table 2  Bacterial counts expressed in colony-forming units per milliliter

Anaerobic Microaerophilic

AMX-resistant CTX-resistant Total bacteria AMX-resistant CTX-resistant Total bacteria
Bacterial counts 13x10° 23x10° 2.0 %107 1.3x10° 1.2x10° 14> 107
Resistance % 6.5 11.6 - 9.6 8.8 -

AMX amoxicillin, CTX cefotaxime

and between the percentage of CRIAs and CRIMs resistant to
AMX and KAN.

Discussion

This study analyzed the (3-lactam-resistant subgingival micro-
biota isolated from patients with severe forms of periodontitis.
Bacteria were isolated based on their resistance to AMX or to
CTX. AMX was chosen for being the first-choice (3-lactam
for many bacterial infections including periodontitis [2, 32,
33]. The use of CTX, as a third-generation cephalosporin, is
much more restricted, and therefore, resistance to this antibi-
otic should be scarcer. However, ESBLs such as CTX-M,
which are active against it, are prevalent worldwide [34, 35],
making them interesting targets to study when analyzing (3-
lactam resistance. An average of 7.8% of the culturable mi-
crobiota isolated in this study was resistant to AMX, slightly
higher that what a previous study found in Spanish samples
comparing subgingival microbiota from Spain and the
Netherlands [36]. In our study population, CTX resistance
turned out to be more prevalent, with 82.3% of the patients
having at least one resistant isolate, than AMX resistance
(55.4%). We detected a large amount of Veillonella isolates
resistant to CTX (n =76) and very few resistant to AMX (n=
5), which might be an explanation for the higher prevalence of
CTX resistance. Previous studies have already shown that the
genus Veillonella has a low susceptibility for 3-lactams, prob-
ably due to the presence of penicillin-binding proteins with
lower affinity for (3-lactams [37-40]. Furthermore, other stud-
ies analyzed Veillonella isolates and found higher MICs of
cefoxitin than AMX and ampicillin [38, 39], suggesting that
Veillonella spp. might be more resistant to cephalosporins
than aminopenicillins. P. nigrescens (n=70), P. intermedia
(n=65), and Veillonella parvula (n=60) were the species
most often isolated. This agrees with previous reports of
Prevotella being the main genus in the oral environment ex-
pressing (3-lactam resistance [41-43]. Most of the studies an-
alyzing (3-lactam resistance have based their selection of iso-
lates on the production of 3-lactamases, and therefore, despite
being 3-lactam-resistant, the Veillonella genus has been ruled
out because it does not produce (3-lactamases [37, 39, 44].

In this study, MDR was analyzed in each isolate using
breakpoint concentrations suggested by the EUCAST and
the CLSI. All the isolates that grew on agar plates with anti-
biotics were considered resistant. Of the 737 (3-lactam-
resistant isolates, 81.3% were MDR. From these, 63.3% were
selected for CTX resistance and 36.7% for AMX resistance,
these values being very similar to the percentage of total CTX-
and AMX-resistant isolates obtained (64% and 35%, respec-
tively) with little difference regarding whether they were cul-
tured in anaerobic or in microaerophilic conditions; this sug-
gests that MDR does not depend on the initial AMX or CTX
selection. Few differences were observed between the 4
groups of isolates, except for KAN, CHL, and AMX resis-
tance. Kanamycin resistance showed a higher prevalence in
anaerobic isolates due mainly to the inherent resistance of
anaerobic bacteria to this antibiotic [45] and to the
Prevotella isolates, which are known to present a higher tol-
erance to kanamycin than other oral bacteria [46].
Chloramphenicol resistance was observed in higher percent-
ages in microaerophilic isolates due mainly to the
Pseudomonas isolates, which are able to exhibit high resis-
tance levels thanks to their multidrug efflux pumps [47, 48].
On the other hand, AMX resistance was less often observed in
the CTX microaerophilic isolates, probably due to the lack of
Prevotella isolates, which increased the prevalence of AMX
resistance in the CTX-resistant anaerobic group.

Fifteen isolates were resistant to the 7 antibiotics tested in
this study and were all obtained from different patients. The
isolates identified were V. parvula (n=3), Pseudomonas
aeruginosa (n=2), Acinetobacter guillouiae (n=3), and
Stenotrophomonas maltophilia (n=1). Of the 15 isolates, 6
could not be identified through 16S rRNA gene sequencing. It
has been reported that Pseudomonas, Acinetobacter, and
Stenotrophomonas genera are rich in efflux pumps, which
confer on them resistance to multiple antimicrobials [49].
Furthermore, tetracycline, kanamycin, and erythromycin re-
sistance can be linked to the presence of transposons of the
Tn916/1545 family, which are ubiquitous in the oral microbi-
ota and carry genes that confer resistance to these antibiotics
[50, 51]. These transposons have been described in Veillonella
[52, 53], which might be responsible for the observed MDR.

The blacga gene was detected in 24.8% of the isolates, of
which 71.0% (n=136) were bacteria from the Prevotella
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Table 4 Number of isolates resistant to other antimicrobials

MDR isolates
N° of antibiotics CRIA CRIM ARIA ARIM Total
0 47 46 37 8 138
1 37 56 16 24 133
2 70 29 33 26 158
3 73 23 49 9 154
4 39 11 28 9 87
5 26 6 18 2 52
6 1 8 0 6 15
Total 293 179 181 84 737

CRIA cefotaxime-resistant isolates in anaerobic conditions, CRIM
cefotaxime-resistant isolates in microaerophilic conditions, AR/A
amoxicillin-resistant isolates in anaerobic conditions, AR/M amoxicillin-
resistant isolates in microaerophilic conditions, MDR multidrug-resistant

genus. This genus has been previously associated with the
blacga gene, acquiring resistance to a variety of penicillins
and cephalosporins [54]. As previously reported by other stud-
ies [12, 13, 55], we observed a high prevalence of blacga in
isolates of the Capnocytophaga genus (83.3%). To our knowl-
edge, this is the first report of blacga in the Staphylococcus,
Alloprevotella, Streptococcus, and Veillonella genera. Since
oral biofilm is a favorable environment for horizontal gene
transfer [56, 57, it might be possible for blaca to have been
transferred from the Prevotella or Capnocytophaga genera,
which are usual carriers of the gene [13]. The blarpm gene
was found in 23.1% of the samples and in 12.9% of the iso-
lates, mainly in Veillonella spp. and Prevotella spp. The prev-
alence of this gene in our samples was low when compared to
the study conducted by Ioannidis et al. which observed a
prevalence of between 46.2 and 72.7% of blargy in
subgingival and tongue samples from Greek subjects [S8].
These differences might be related to the higher consumption
of B-lactams by the Greek population according to the
European Centre for Disease Prevention and Control [59], or
methodologically related, since the detection of blaygy was
done from a pool of subgingival bacteria in each sample, re-
gardless of their resistance patterns or ability to grow in isola-
tion. The detection of the genes blargng, blagyy, and blacga
in streptococcei is noteworthy, given that there is some contro-
versy about the presence of bla genes in this genus. Although
it has been suggested that streptococci are unable to acquire
foreign bla genes [60], at least two studies have reported the
presence of these genes in Streptococcus pneumoniae [61,
62]. The detection of blargm by Ding et al. was questioned
due to possible contamination of the Taq polymerase used in
the reaction [63]; however, in our study, the negative controls
did not suggest the presence of any contamination. Therefore,
it would be interesting to conduct further studies to analyze the
presence of bla genes among oral streptococci. Both blacepas
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cbla and blagyyy were found in low numbers as observed by
the previous studies [13, 43, 64], suggesting that they may not
play a critical role in -lactam resistance in the oral
environment.

With the data obtained in this study, we conclude that (3-
lactam resistance is widespread among the subgingival bacte-
ria of Spanish patients with periodontitis. Prevotella,
Veillonella, and Streptococcus were the genera with the
highest number of 3-lactam-resistant isolates, suggesting that
in this population, oral commensal microbiota might be a res-
ervoir of (-lactam resistance. Of special importance is the
presence of (3-lactamases that are coded in transferrable genes
such as blacga and blarey, which could transfer to other oral
or transient bacteria. Moreover, a high prevalence of MDR
was observed, constraining the number of antibiotics available
against bacterial infections, where these to be needed. Despite
the reports wamning about increasing antimicrobial resistance,
antimicrobials are usually prescribed in the clinical practice
without studying microbial profiles and without performing
antibiograms, a practice that favors the spread of antimicrobial
resistance. The above, together with the high percentages of
[-lactam resistance observed in this study, underlines the risk
of a currently successful antibiotic treatment becoming
ineffective.
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ABSTRACT

Antibiotic resistance has been spreading and increasing worldwide due to the abuse and
misuse of antibiotics. Nowadays, antibiotic resistance can be widely found even among bacterial
populations that have not been exposed to selective pressure by any antibiotic. This is the case of
tetracyclines, a class of once frequently used antibiotics, which now show significant numbers of
resistant strains. In this study we analyzed the tetracycline resistant subgingival microbiota of
healthy subjects and of patients with periodontal disease, comparing the prevalence of fet genes
and their multidrug resistance profiles. Samples from 259 volunteers were analyzed, obtaining
813 tetracycline resistant isolates. The prevalence of 12 antibiotic resistance genes was assessed
by PCR, and multidrug profiles were built by growing each isolate in media containing breakpoint
concentrations of each of the 6 antibiotics tested. Each isolate was identified to the species level
by 16S rRNA sequencing. ret(M) was the most frequently detected zet gene (52.03%), followed
by tet(32) (8.24%) and tet(O) (7.75%), and we noticed significant differences between the
prevalences of tet(M), tet(W), tet(O), tet(32) and tet(L) in the two populations studied. Multidrug
resistance was largely observed, with resistance to kanamycin being the most commonly detected
(83.64%), followed by erythromycin (67.16%) and streptomycin (20.66%) resistance. There were
significant differences between the populations in terms of the prevalence of kanamycin,
chloramphenicol and cefotaxime resistance. Finally, differences were also observed conceming
the species identified. Although the prevalence of tetracycline resistant streptococci was similar
in both groups, species such as Streptococcus oralis and Streptococcus sanguinis were detected
more often in samples from healthy subjects, while Streptococcus anginosus and Streptococcus
constellatus, among others, were detected more often in samples from subjects with periodontitis.
Our results showed that tetracycline resistance was similarly prevalent in the microbiota of both
populations, although significant differences could be detected when analyzing the species that

shape that microbiota, as well as the genes they carry and their multidrug resistance profiles.
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INTRODUCTION

Antibiotics have been used in clinical practice since their discovery, saving countless
lives. Tetracycline was one of the first antibiotics to be discovered, in the 1940s, and its broad-
spectrum activity and relatively few side effects made it a widely used antibiotic. Its appealing
properties led to extensive use, exerting a great deal of selective pressure on bacteria, which did
not take long to become resistant. Despite the rise of resistance, tetracyclines were and still are
used in the treatment of some human infections (1), and especially in the cattle industry as growth
promoters due to their anti-inflammatory effects on the gastrointestinal tract of the animals (2). It
has been reported that the use of antimicrobials in the cattle industry has an impact on the
microbiota that lives in soils or sediments where all the wastes of such industry are left, increasing
the prevalence of antimicrobial resistance genes in bacterial populations that had previously had
little or no contact with antibiotics (3). This abuse and misuse of antimicrobials may have
repercussions on human health, increasing people’s chances of carrying antimicrobial resistant
bacteria without having been exposed to the antimicrobials in question. Such is the case of the
oral environment, in which bacteria carrying tetracycline resistance genes have been previously
detected (4, 5). Antibiotics have been used as adjuvants in certain dental treatments such as the
treatment of periodontitis, which has been reported to benefit from the action of antimicrobials
(6, 7). Currently the main antibiotics used in periodontal treatment are amoxicillin and
metronidazole (8), however, tetracyclines have been widely used in the past and there are reports
of tetracycline resistance in the oral microbiota (5, 9).

Resistance to tetracycline can be expressed through efflux pumps, ribosomal protection
proteins (RPPs) and inactivation enzymes. Tetracycline resistance genes code for these
mechanisms and are widespread among oral bacteria, where fez(M) is the most common (10).
Other genes coding for RPPs have been described in the oral environment, such as zet(Q), zet(O),
tet(S) and tet(W) (10), and genes that code for efflux pumps such as ret(B), tet(32), tet(K) and
tet(L) can also be found within the oral microbiota (10). Several genes, including tet(37) and
tet(X), have been described as genes coding for inactivating enzymes, but so far only zez(37) has
been found in the oral environment (11, 12).

Furthermore, the strong presence of Tn916/1545 family transposons in the oral
microbiota, which can carry tetracycline, macrolide and/or aminoglycoside resistance genes,
among others (13), means that those tetracycline resistant microorganisms may also be resistant
to other antimicrobials. Multidrug resistance is an increasingly troubling issue for the health
authorities (14), and although multiple efforts are being made in order to provide more
information, little is known regarding multidrug resistance in the oral environment.

It has been widely described that the subgingival microbiota of patients with periodontitis
differs from that of healthy subjects (15) and therefore, the prevalence of antimicrobial resistance

genes and the prevalence of multidrug resistance among these bacterial populations could be
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different. The objective of this study was to compare the prevalence of 11 fet genes in tetracycline
resistant subgingival microbiota isolated from 129 healthy volunteers and 130 patients with
periodontitis. Moreover, the isolates were identified to a species level, and their multidiug

resistance profiles were assessed.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Sample collection and culture

The samples included in this work were part of two previous studies, whose research
protocols were approved by the Ethics Committee of the Universitat Internacional de Catalunya
(UIC), (Barcelona, Spain) with study numbers: PER-ECL-2011-06-NF and ODO-2014-01. Both
research protocols complied with the principles of the Declaration of Helsinki. Subgingival
samples were taken from 259 volunteers including 129 periodontally healthy subjects, averaging
21.5 years of age, and 130 subjects with periodontal disease averaging 51.25 years of age.
Samples were obtained at the department of periodontology of the UIC. All volunteers signed an
IRB-approved informed consent form. Patients with periodontal disease were diagnosed with
generalized severe chronic periodontitis (16) or stage III or IV generalized grade B or C
periodontitis (17). To be included in the study, periodontally healthy subjects had to have at least
6 teeth per quadrant, probing depths < 3 mm and absence of moderate or severe gingivitis.
Smokers of more than 5 cigarettes per day, wearers of orthodontic appliances and pregnant or
breastfeeding women were not included in the study. None of the volunteers took antibiotics at
least 3 months prior to the sampling.

Subgingival samples were taken by placing two sterile paper points in the deepest site of
each quadrant for 20 seconds and stored in 2 ml of reduced transport fluid without EDTA (18).
Vials with the paper points were sent to the laboratory at 4°C to be processed within the same
day. Subgingival samples were dispersed by vortex for 60 seconds. Serial dilutions of each sample
were plated on blood agar plates (Blood agar base No. 2; Oxoid Ltd, Basingstoke, UK) containing
5% horse blood, hemin (5 mg/L) and menadione (1 mg/L) and on blood agar plates with and
without 8 pg/ml tetracycline. All plates were incubated in anaerobic conditions (10% H», 10%CO>
and 80% N3) at 37°C for 72 hours. All of the different colony morphologies were isolated and re-

plated to obtain pure cultures that were preserved at -80°C in a 30% glycerol solution.

2.2 In vitro antibiotic resistance testing

Resistance to 6 other antibiotics was tested using blood agar plates containing 1 pg/ml of
erythromycin (ERY), 64 pg/ml of kanamycin (KAN), 8 pg/ml of chloramphenicol (CHL), 128
pg/ml of streptomycin (STR), 2 pg/ml of cefotaxime (CTX) and 8 pg/ml of AMX (all
antimicrobials were obtained as pure powder from Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).
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Antimicrobial breakpoint concentrations were set according to the recommendations of the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (19) and the European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (20). However, most of the species present in
the oral environment are not covered by any of these organizations. Therefore, antibiotic
concentrations were chosen based on taxonomic relatedness to oral bacteria, using the higher
concentration of antibiotics when in doubt (Table S2). Incubation was performed at 37°C in

anaerobic conditions for 72 hours.

2.3 DNA extraction

DNA extraction was performed on each isolate using the QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) following the manufacturer’s instructions with some modifications.
Cells were suspended in 180 pl of a 20 mg/ml lysozyme solution (20 mM Tris-Hcl, pH 8.0, 2 mM
EDTA, 1.2% Triton X-100) and incubated for 30 min at 36°C. Then, 200 pl of Buffer AL
(provided in the kit), 10 ul of RNase A (20 mg/ml) and 10 pl of proteinase K (20 mg/ml) were
added and incubated for 30 min at 56°C. Further steps were conducted according to the
manufacturer’s protocol. Lastly, DNA was re-suspended in 100 pl of buffer AE (provided in the
kit), visualized in a 0.5% agarose gel and quantified using a Nanodrop 2000C UV-vis
spectophotometer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA).

2.4 Sequencing of the 16S rRNA gene

The 16S rRNA gene was amplified by PCR using universal primers 27F and 1544R
(Table 1). PCR amplification was carried out using a T3000 Thermocycler (Biometra, Goettingen,
Germany) under the following conditions: 5 min at 95°C, followed by 35 cycles at 95°C for 60
sec, 57°C for 60 sec and 72°C for 60 sec; followed by another 10 min at 72°C. Sequencing of
the gene 16S rRNA was performed in Macrogen, Inc. (Amsterdam, The Netherlands). The
sequences obtained were aligned to form a single contig and were identified by comparison with
those available at the National Center for Biotechnology Information database
(http://www .ncbi.nlm.nih.gov) using BLAST software (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Only sequences with >99% of similarity were accepted to identify isolates at species level and
the 16S rRNA sequences were deposited in GenBank (accession numbers MT807114-
MT807900).

2.5 Detection of antibiotic resistance genes
For the detection of antibiotic resistance genes, 4 multiplex-PCR were performed using
4 sets of primers (Table 1) as previously described (4). The amplified products were evaluated by

electrophoresis using a 2% agarose gel. Some of these amplified products were sequenced
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(Macrogen, Inc., Amsterdam, The Netherlands), and used as positive controls. The GenBank

accession numbers for the positive controls are available in the supplementary material.

2.6 Statistical analysis

Qualitative results were obtained when screening for genes and when testing the ability
of'the isolates to grow in media containing a breakpoint antimicrobial concentration. Isolates were
considered resistant to the antimicrobial if they were able to grow in the medium containing
antibiotic and susceptible if they were not. To compare the prevalence of antibiotic resistance and
of antibiotic resistance genes in both healthy subjects and subjects with periodontal disease, data
were analyzed using the chi-square test, and a nominal significance level of 5% (p < 0.05) was

applied.

RESULTS

Samples from subjects with periodontal disease (SSPD) grown on blood agar showed a
mean bacterial load of 6.54 logio cfu/ml (£ 0.91), while samples from periodontally healthy
subjects (SPHS) showed a mean bacterial load of 5.64 logo cfu/ml (£ 0.8). When grown on media
with tetracycline, SSPD showed a mean of 4.87 logio cfu/ml (= 2.09) versus the 3.66 logo cfu/ml
(x1.63) for SPHS. Eighty-six point eighty-two percent (86.82%) (n=112) of SPHS and 86.15%
(n=112) of SSPD harbored tetracycline resistant bacteria, from which we obtained a total of 813
isolates, belonging 448 to SPHS and 365 to SSPD.

Streptococcus sp. was the most frequently isolated genus, representing 75.62% in SSPD
and 75.89% in SPHS. In both groups, Streptococcus oralis was the most frequently isolated
species (n=83), followed by other streptococcal species such as Streptococcus mitis (n=81),
Streptococcus intermedius (n=79) and Streptococcus constellatus (n=58). The most frequently
isolated non-streptococcal species was Prevotella intermedia (n=31) followed by Prevotella
nigrescens (n=25).

When comparing the prevalence of certain species between the two groups of subjects,
significant differences were observed: Gemella haemolysans (5-fold), S. oralis (3-fold),
Streptococcus pneumoniae (4-fold) and Streptococcus sanguinis (4-fold) were more prevalent in
SPHS, while Streptococcus anginosus (2-fold), S. constellatus (6-fold), Streptococcus gordonii
(2-fold), Streptococcus parasanguinis (3-fold) and S. tigurinus (7-fold) were more prevalent in
SSPD (Table S1).

A lists of the identified genera of the tetracycline resistant microorganisms isolated in this
study, the prevalence of the antibiotic resistance genes screened and the multidrug resistance
profile for the 6 antibiotics tested is displayed in the Table 2. The genes tet(M) (52.03%), tet(32)
(8.24%) and tet(O) (7.75%) were the most frequently detected zef genes. The intTn gene, which
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codes for an integrase located in transposons of the family Tn916/1545 was widely detected

(79.58%), being more prevalent in SPHS (81.92%) than in SSPD (76.71%)).

Moreover, we found that ninety-one percent of all the isolates were resistant to other
antibiotics besides tetracycline (Table 3). Resistance to KAN was the most frequently observed
(83.64%), followed by ERY (67.16%), STR (20.66%), CTX (18.08%), AMX (15.50%) and CHL
(14.64%). Prevalence and significant differences of the studied genes and resistances between the
two groups are shown in Figure 1.

All the identified species and their prevalence of the antibiotic resistance genes screened

and the resistance to 6 antibiotics are presented in Table S1.

DISCUSSION

Tetracyclines are a class of antimicrobial whose use has become limited due to the rise
of resistant bacteria. Nevertheless, they are still being used as local therapy antimicrobials (21—
23), as systemic antimicrobials to treat some diseases (24-27) and also for other clinical and
animal husbandry uses (28, 29). Despite this, tetracycline resistant bacteria are still isolated in
subjects that have not received therapy with this antibiotic and therefore should not have been
exposed to selective pressure (30). In this study, we compared the tetracycline resistant microbiota
isolated from periodontally healthy subjects and that taken from subjects with periodontal disease.

Bacterial counts, both total and that of resistant bacteria, were ten times higher in SSPD
than in SPHS. This agrees with previous studies (31, 32), in which the bacterial load in the
periodontal pocket of patients with periodontitis was higher than that observed from periodontally
healthy subjects. A higher percentage of tetracycline resistant bacteria was also observed in
SSPD, probably due to the higher bacterial load of those samples.

Although percentages of total tetracycline resistant streptococci were similar in both
groups of subjects, differences were observed at species level (Table S1). S. sanguinis, S. oralis
and S. pneumoniae, which in our study were significantly more prevalent in SPHS, have been
previously associated to commensal biofilms (33, 34), while S. anginosus, S. constellatus, S.
gordonii and S. tigurinus and S. parasanguinis, which in our study were significantly more
prevalent in SSPD, have been related to a periodontitis-associated microbiota (35-39). However,
the role of these species in periodontal disease is not yet clear (40, 41).

The prevalence of G. haemolysans was significantly higher in SPHS. This species has
been described by metagenomic studies as an early colonizer of the oral biofilm (42, 43) and
therefore as part of the commensal microbiota. However, it has also been linked to opportunistic
infections (44).

Isolates of the genus Prevotella were significantly more prevalent in SSPD (2-fold). The

increased richness of Prevotella species in SSPD was responsible for this, increasing the total
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number of Prevotella isolates in SSPD. However, P. intermedia and P. nigrescens, two Prevotella
species that were present in both populations, did not show significantly different prevalences.
The genus Prevotella has been linked to the progression of periodontal disease, and therefore, a
higher prevalence of this genus was expected in SSPD. However, the increased richness of
tetracycline resistant Prevotella species observed in SSPD is worth mentioning, since most
reports have focused their attention on P. intermedia and P. nigrescens (45, 46), and little is
known about the prevalence of tetracycline resistance in other oral Prevotella species.

In this study we found the genes zet(W), tet(O), tet(32), tet(B), tet(Q) and tet(K),
distributed among the genera Eubacterium, Gemella, Haemophilus, Veillonella, Butryivibrio and
Prevotella which, according to the tetracycline resistance genes database available at
http://faculty.washington.edw/marilynr/, had not been previously reported (Table 2). However,
further studies are needed to confirm these results. For instance, the detection of the gene fe#(B)
in streptococci, as recently described (47), or new tet genes being described in the oral
environment (48) show that there is still much to be unveiled regarding tetracycline resistance
genes. The prevalence of the gene fef(M) among the SPHS of our study was similar (65.85%) to
what has been previously described (5, 30). Nevertheless, the prevalence of this gene in SSPD
was much lower (35.07%) than what other authors found in Greek and US subjects with
periodontitis (30, 49), but similar to the percentages found in Dominican patients (4). These
differences might be explained by the geographical constraints of the populations involved in the
studies or due to their methodological approaches, such as pooling the samples, the DNA or
different selection criteria of the isolates. As previously discussed, the streptococcal species were
significantly different between SPHS and SSPD, which might be the cause for the differences in
prevalence of tef(M) between the two groups studied. While 73.53% of the streptococci isolated
from SPHS showed fet(M), only 42.02% of the streptococci isolated from SSPD did, indicating
that those streptococci associated to a healthy biofilm might be more susceptible to carry tef(M).
In our study, the prevalence of fe#(32) was higher in SSPD, as previously described (4), which
might be due to the increased prevalence of this gene in periodontitis associated species such as
S. constellatus and P. intermedia, although other authors have also detected this gene in some
commensal bacteria (50). The gene fet(W) can be frequently detected in the DNA from pooled
saliva and plaque samples (5, 51, 52), but its distribution within the subgingival biofilm has only
been studied by Collins et al. (4). In said study, fet(W) was, on average, twice as prevalent in
SSPD than in SPHS. In our study, zet(W) was more ubiquitous in SPHS, since S. intermedius and
S. oralis, which were more prevalent in SPHS, were some of the species that carried fe#(W) most
often.

Transposons of the Tn916/1545 family are frequently found in oral microbiota (53).
These transposons usually carry tetracycline resistance genes, and in some cases, genes that

confer resistance to macrolides and/or aminoglycosides (54, 55). In order to estimate the presence
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of these transposons among the isolates, we used PCR to screen the int7n gene, which codes for
an integrase located at the 3’- ends of these transposons (13), the zef(M) gene, and the erm(B)
gene, which confers resistance to macrolides and is often found in these conjugative elements
(56). The results showed a high prevalence of both genes in both groups, although they were
significantly more prevalent in SPHS. The different combinations of the genes intTn, erm(B) and
tet(M) and the phenotypical resistance to KAN and ERY were significantly more prevalent in
SPHS, except for the combination of the genes int7n, tef(M) and the phenotypical resistance to
ERY, which was more prevalent, though not statistically significant, in SSPD. The previously
discussed differing prevalence of streptococcal species when comparing SPHS and SSPD might
be the reason for these differences, given that the streptococci of this study showed different
profiles of antibiotic resistance genes. These results suggest a high prevalence of transposons of
the Tn916/1545 family in the tetracycline resistant oral microbiota of healthy subjects and patients
with periodontitis.

Most of the tetracycline resistant isolates obtained in this study showed resistance to other
antibiotics. Resistance to 2 antimicrobials besides tetracycline was the most common pattern, and
a large part of this multidrug resistance was to KAN and ERY, which could be linked to the
presence of the previously mentioned transposons (54). When assessing resistance to 6
different antimicrobials, a significant difference was found between groups where the
SSPD group showed three times more isolates. Significant differences were also observed
between the isolates for susceptibility to all the antimicrobials, where SPHS isolates showed two
times higher susceptibility. Despite these differences, levels of multidrug resistance were high
and similar in both populations, showing that tetracycline resistant subgingival microbiota is an
important reservoir of antimicrobial resistance, which might be specially striking in subjects who
have received little or no antibiotic therapy. The high prevalence of isolates resistant to antibiotics
not commonly used, and therefore not exposed to selective pressure, might be due to the low
fitness costs associated with the acquisition and maintenance of some mobile genetic elements
that carry antibiotic resistance genes (57, 58).

As previously discussed, resistance to KAN and ERY was largely observed (Figure 1),
while resistance to other antimicrobials was observed less frequently. Significant differences
were found when testing KAN and CHL resistance between both types of populations. The former
was observed to be more prevalent in SSPD isolates than in the SPHS isolates, where the contrary
was observed for the latter. Streptococcus spp. and Prevotella spp. isolates might be accountable
for these differences, since the Prevotella genus, which is known to show resistance to p-lactams
and KAN (59), was twice as prevalent in SSPD compared to SPHS. On the other hand, the
differences on CHL resistance might be due to the unequal distribution of CHL resistance among

streptococcal species, resulting in different percentages of this resistance between both
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populations (Table S1). The highest ratio of P. intermedia and P. nigrescens and the high
prevalence of S. constellatus CTX-resistant in SSPD were determinant for the higher prevalence
of CTX resistance in SSPD. Although the genus Prevotella is already known for its p-lactam
resistance, high prevalence of CTX resistance among oral streptococci has not been previously
reported, thus it might pose a serious health issue, even more when considering their multidrug
resistance capabilities.

This study has demonstrated high prevalence of multidrug resistance and a variety of
tetracycline resistance genes present in Spanish SPPDs and SPHSs. However, significant
differences were detected between the two groups in terms of i) bacterial species resistant to
tetracycline: ii) prevalence of the screened genes and iii) multidrug resistance profiles. Moreover,
the presence of some fer genes was detected in certain bacterial genus, which had not been
previously described. In conclusion, we found that in Spanish subjects, despite not having taken
tetracycline for many years now, subgingival bacteria are a reservoir of tetracycline resistance
genes and multidrug resistance, which, coupled with the high prevalence of conjugative
transposons in the oral environment, might foster further increased spread of antimicrobial

resistance.
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Table 1. List of primers used in this study.

Tm Multiplex

il 530 i
Primers Sequence 5°-3 Size (bp) Tm Multiplex group Ref.
tetMF GCG TAC AAG CAC AGA CTC GT 1142 61 )
tetMR AGC CAT AGC GTA TCC CCT CC - ¢
tetWF  GAG AGC CTG CTA TAT GCC AGC
tetWR GGG CGT ATC CAC AAT GTT AAC 168 ot L ! (60)

intF GGC TAC AGA CCG AGT ACC AGC 684 61 @
intR GGA ACT TGA CGT TCG CCACT
ermBF GGT AAA GGG CAT TTA ACG AC 494 55 61
ermBR CGA TAT TCT CGATTG ACC CA (61
tetQF AGA ATC TGC TGT TTG CCA GTG 167 50 (60)
tetQR  CGG AGT GTC AAT GAT ATT GCA 60 5
tet32F GAA CCA GAT GCT GCT CTT 620 57 - (62
tet32R CAT AGC CAC GCC CAC ATG AT - 2)
tetLF TCG TTA GCG TGC TGT CAT TC 267 55 (63)
tetLR GTA TCC CAC CAATGT AGC CG -

tetOF AAC TTA GGC ATT CTG GCT CAC 515 55 (64)
tetOR TCC CAC TGT TCC ATA TCG TCA

tetSF GAA AGC TTA CTA TAC AGT AGC

tetSR AGG AGT ATC TAC AAT ATT TAC 168 20 28 3 (60)
tet31F CAA TCA CGC CCA AAA GAA se4 53 (65)
tet31R TGT GCC ATC CCA GTT TGT N N

tetBF AAT AGC CAC TAA ATG GGG CG 243 58 @
tetBR ATA ACA CCG GTT GCATTG GT -

tetKF TCG ATA GGA ACA GCA GTA

i

tetKR CAG CAG ATC CTA CTC CTT 162 328 2622 # (63)
tet37F ATG GTT CGC TAT TAC TCT AAC 170 50 @
tet37R ATC AGT CTC ATATTT CGA CA

27F GAG TTT GAT CCT GGC TCA G approx. 57 R _ (66)
1544R AGA AAG GAG GTG ATC CAG CC 1500
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Table 3. Number of isolates resistant to other antimicrobials. The asterisk indicates significant
differences between SPHS and the SSPD isolates. In parentheses, the percentage of isolates over
the total number of isolates from each population.

Number of other antimicrobials SPHS isolates (%) SSPD isolates (%)
0* 48 (10.71) 21 (5.75)
1 82 (18.30) 68 (18.63)
2 179 (39.96) 140 (38.36)
3 93 (20.76) T (21.10)
4 31 (6.92) 37 (10.14)

5 12 (2.68) 13 (3.56)

6* 3 (0.67) 9 (2.47)

Figure 1. Prevalence (%) of tet, int and erm(B) genes and the prevalence (%) of subgingival isolates resistant to
different antimicrobials (KAN: kanamycin, ERY: erythromycin, STR: streptomycin, CHL: Chloramphenicol,

AMX: Amoxicillin, CTX: cefotaxime. The asterisk indicates significant differences between SPHS and SSPD
isolates.
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